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“La felicidad humana, generalmente, no se logra con 
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ADP   adenosina difosfato 
ATP   adenosina trifosfato 
CaMKII  proteína quinasa de calmodulina (II) 
CPT1  carnitina-palmitoil transferasa 1 
DAG  diacilglicerol 
FADH  flavín adenín dinucleótido 
GABA  ácido γ-aminobutírico 
GABA-T  GABA transaminasa 
GAD  descarboxilasa del ácido glutámico 
GDH  glutamato deshidrogenasa 
GHB  γ-hidroxibutírico 
Gln  glutamina 
Glu  ácido glutámico, glutamato 
H+  protón 
IDDM  Diabetes Mellitus de tipo I o insulin-dependiente 
K+ATP  canal de potasio dependiente de ATP 
KC  cetocaproico 
KIC  α-cetoisocaproico 
KIV  α-cetoisovalérico 
KMV  α-cetometilvalérico 
LDCV  large-dense core vesicle; vesículas de núcleo denso 
Leu  leucina 
NAD+  nicotinamida adenín dinucleótido, oxidado 
NADH  nicotinamida adenín dinucleótido, reducido 
NADP+  nicotinamida adenín dinucleótido fosfato, oxidado 
NADPH  nicotinamida adenín dinucleótido fosfato, reducido 
NIDDM  Diabetes Mellitus de tipo II o insulin-independiente 
Abreviaturas 
 
PKC  proteína quinase C 
RRP readily releasable pool; vesículas cebadas listas para liberarse 
SLMVs del inglés synaptic-like microvesicles 
SSA  semialdehído succínico 
SSA-dh  semialdehído succínico deshidrogenasa 
SSA-R  semialdehído succínico reductasa 
Succ  ácido succínico 
Succ-dh  succínico deshidrogenasa 
TCA  ciclo de los ácidos tricarboxílicos (ciclo de Krebs) 
Val  valina 
VDCCs  canales de calcio dependientes de voltaje 
α-KG  α-cetoglutarato 
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1.- UNA APROXIMACIÓN HISTOLÓGICA 
 
El páncreas es un órgano en el que se desarrollan funciones tanto exocrinas, 
como endocrinas. El páncreas exocrino se encarga de sintetizar, almacenar y secretar 
diversas enzimas digestivas. Rodeado por este conjunto de ductos y acinos, que 
constituyen el páncreas exocrino, se encuentran unas pequeñas asociaciones de células 
endocrinas especializadas que están organizadas en islotes pancreáticos o islotes de 
Langerhans.  Cada islote posee una fina red capilar y está encapsulado por colageno (1). 
 
Estas agrupaciones fueron descubiertas en 1869 por Paul Langerhans, pero no 
fue hasta 1894 que Laguesse les atribuyó la función endocrina del páncreas, descrita 
pocos años antes por Mering y Minkowski en 1889. 
 
Un páncreas adulto contiene cerca de un millón de islotes. El tamaño de estos 
islotes varía enormemente según la región del páncreas en la que se encuentren. 
Pueden oscilar entre 5000 y 18000 células (2). A pesar de estas variaciones, en el caso 
de ratas adultas, la arquitectura interna de los islotes es constante y característica. Se 
han identificado 4 tipos celulares distintos (1) (figura 1):   
 
• Células β: son las encargadas de sintetizar y secretar insulina. Están dispuestas 
en el centro de los islotes. 
• Células α: son las responsables de la secreción de glucagón. Se distribuyen en 
la periferia del islote. 
• Células δ: secretan somatostatina. Se localizan con variabilidad en el islote. 
• Células secretoras del polipéptido pancreático: normalmente se localizan en la 
periferia del islote, pero a veces también se encuentran en el parénquima 
exocrino. 
 
La proporción de estas células en el islote suele ser del 70% en el caso de 
células β, del 10-20% para las células α, 5-10% para células δ y 1-2% para las células 
secretoras del polipéptido pancreático. Las hormonas que se producen por estas células 
son liberadas al torrente sanguíneo y transportadas al hígado y al resto del organismo 





Figura 1: Inmunocitoquímica de secciones de islotes de la región esplénica del páncreas de rata 
Wistar adulta. (Anticuerpos frente a glucagón (A), insulina (B), somatostatina (C) y polipéptido 
pancreático (D)) (x200) (2). 
  
Las células β poseen ciertas cualidades que recuerdan a otro tipo celular muy 
alejado de ellas: las neuronas. Ambas poseen escasa capacidad reproductiva y ambas 
poseen estructuras y mecanismos para la liberación de productos almacenados. En el 
caso de las células β existen dos tipos de vesículas (figura 2): 
 
• Vesículas secretoras, que contienen insulina, carboxipeptidasa H, 
betagranina, pancreastatina y catepsina B. 
• SLMVs (microvesículas parecidas a las sinápticas; synaptic-like 
microvesicles), que contienen GABA (ácido gamma-aminobutírico), 





Estos dos tipos de vesículas son análogos a los encontrados en neuronas, 
siendo las vesículas sinápticas parecidas a las SLMVs y las vesículas LDCV (vesículas 
de núcleo denso; large-dense core vesicles) similares a las vesículas secretoras de 
insulina. En el caso de las células β, se almacenan miles de gránulos secretores que 
contienen hexámeros de insulina-zinc, y que son liberados en respuesta a un estímulo 
secretor, como es la elevación de la glucosa en el torrente sanguíneo (1). 
 
 
Figura 2: Imagen de microscopía electrónica (A) de una célula β en la que se ven gránulos 
secretores con cristales de insulina en su interior y una representación esquemática de los dos 
tipos de vesículas (B) (1). 
 
2.- HOMEOSTASIS DE LA GLUCOSA 
 
De entre las diferentes fuentes de energía que utiliza la célula, la glucosa es la 
principal. De hecho, el nivel plasmático de glucosa es uno de los parámetros más 
estrechamente regulados en los mamíferos, debido, principalmente, al equilibrio entre la 
liberación de insulina, por un lado, y la acción de otras hormonas antagonistas, por otro 
(4). 
 
La insulina reduce los niveles de glucosa mediante dos procesos simultáneos y 
coordinados. Por un lado, al inhibir la secreción de glucagón, se suprime la producción 
hepática de glucosa y la lipólisis. Además, la insulina potencia la captación de glucosa 
para su utilización como fuente de energía o favorece su almacenamiento en forma de 





El principal estimulo fisiológico para la secreción de insulina es el aumento del 
nivel plasmático de glucosa. También actúan como potenciadores de la secreción los 
ácidos grasos libres, los cuerpos cetónicos o los aminoácidos. Todos ellos producen un 
aumento del calcio libre intracelular en la célula β, que conlleva la liberación de insulina.  
 
Durante el ayuno, la captación de glucosa ocurre en tejidos insulino-
independientes, principalmente el cerebro. La normoglucemia se consigue gracias a la 
acción del glucagón y de otros factores hormonales y nerviosos, a través de un 
incremento de la producción de glucosa en el hígado (aumenta la gluconeogénesis y la 
glucogenolisis). Alteraciones funcionales a nivel de la célula β, del hígado o del tejido 
adiposo pueden conducir a trastornos en la homeostasis de la glucosa, al desarrollo de 
intolerancia a la glucosa, o incluso, a la aparición de una Diabetes Mellitus (5). 
 
3.- LA CÉLULA BETA 
 
 Todas aquellas reacciones que se generan en la célula β pancreática y que 
derivan de su función como “sensor de glucosa” son fundamentales para mantener la 
homeostasis energética, ya que ajustan la salida de insulina según los niveles reinantes 
de glucosa en sangre. En ello intervienen multitud de señales mitocondriales que son 
capaces de regular distintos mediadores de la excitabilidad celular y de la exocitosis. En 
general los mecanismos implicados en la regulación homeostática de la insulina se 
pueden dividir en dos amplios grupos (6): 
a) los mecanismos proximales, que engloban todo lo relacionado con la entrada 
de la glucosa y su metabolismo mitocondrial. 
b) Los mecanismos distales, que abarcan desde la generación de la señal 
mitocondrial y la iniciación de la actividad eléctrica hasta la exocitosis de los 
gránulos de insulina. 
 
3.1.- MECANISMOS PROXIMALES 
 
3.1.1.- Transporte de glucosa y glicólisis. 
 
La célula β, a grandes rasgos, se caracteriza por tres hechos en relación al 




1. La glucosa se puede equilibrar rápidamente a través de la membrana plasmática 
debido a la expresión del transportador de glucosa de alta capacidad y baja 
afinidad de tipo 2 (GLUT-2). 
2. En el interior celular, la glucosa se fosforila a glucosa-6-fosfato por la acción de 
la glucoquinasa (Hexoquinasa IV) con una alta KM, lo que determina el flujo de 
paso a la glicólisis (7), por lo que Matchinsky en 1996 la denominó como el 
auténtico sensor de glucosa de la célula β (8). 
3. Un vez fosforilada, la glucosa se metaboliza en la glicólisis produciendo piruvato, 
NADH y ATP. 
 
El piruvato es el precursor de los sustratos del ciclo de los ácidos tricarboxílicos 
(TCA) en la mitocondria y se ha postulado como un modulador importante de la 
secreción de insulina. Paradójicamente, el piruvato es incapaz por sí solo de estimular la 
secreción de insulina (9). Sin embargo, aunque su derivado permeable (metil-piruvato) 
es capaz de reproducir el efecto de la glucosa en la primera parte de la secreción, 
provoca una segunda fase disminuida en un 90% respecto a la secreción producida por 
el azúcar (10, 11). 
 
 De cualquier manera, si el piruvato no es capaz de reproducir el mismo perfil 
secretor que la glucosa, aun siendo el sustrato encargado de nutrir al TCA para la 
producción de ATP, quizás no sea el factor que desencadene la secreción de glucosa.  
 
El NADH puede entrar en la mitocondria para producir ATP, a través de las 
lanzaderas de glicerol fosfato y de malato-aspartato, que exportan NAD+ otra vez al 
citosol para que pueda ser reducido otra vez. La inhibición de sólo una de ellas no inhibe 
la secreción de insulina producida por glucosa, mientras que el bloqueo de ambas a la 
vez sí elimina totalmente la respuesta a glucosa (12), por lo que se puede afirmar que 
ambas lanzaderas de NADH son importantes para la respuesta de la célula β a la 
glucosa. 
 
El único factor mitocodrial conocido que acopla el metabolismo con la exocitosis 
de insulina es el ATP, a través de su acción directa sobre los canales de potasio 
dependientes de ATP. Pero existen algunos autores como Henquin y col (13) que 
afirman que determinados secretagogos pueden inducir la secreción de insulina 




proponen que hay evidencias para afirmar que existen factores mitocondriales 
adicionales al ATP, que pueden interactuar con él para potenciar o estimular la secreción 
de insulina. Se basan en la gran capacidad anaplerótica de la célula β. Es decir, en la 
capacidad que tienen estas células de sintetizar intermediarios del ciclo de los ácidos 
tricarboxílicos no sólo para ser usados en el mismo TCA. Así, proponen metabolitos 
como el malato, el citrato o el α-cetoglutarato. 
 
3.1.2.- El poder reductor y la generación de ATP 
 
 Además del NADH que se produce en el citosol, el NADH también se produce 
dentro de las mitocondrias a través de la metabolización del piruvato en el ciclo de 
Krebs. Tanto el NADH generado en la mitocondria, como el transportado al interior 
mitocondrial desde el citosol son usados como donadores de electrones en la cadena 
respiratoria mitocondrial. Los electrones son transportados hasta reducir una molécula 
de oxígeno. La energía obtenida con este transporte es usada para bombear protones 
desde la matriz mitocondrial al espacio intermembranario, creando un gradiente 
electroquímico de protones a través de la membrana mitocondrial interna. Este gradiente 
electroquímico de protones es disipado por la ATP sintasa para generar ATP a partir de 
adenosina difosfato (ADP) y fosfato inorgánico. 
 La cadena respiratoria mitocondrial está compuesta por 4 complejos (figura 3). 
Tres de ellos son transmembrana (membrana interna) y el cuarto está asociado a 
membrana: 
• Complejo I: NADH deshidrogenasa o NADH:ubiquinona reductasa. Es el 
encargado de captar dos electrones de NADH y transferirlos al 
trasportador liposoluble ubiquinona, que se reduce a ubiquinol. Durante 
este proceso, 2 protones se transfieren al espacio intermembrana. 
• Complejo II: Succínico deshidrogenasa. No es una bomba de protones. 
Y es el único enzima del ciclo de Krebs asociado a membrana. Es el 
encargado de transferir los electrones que provienen del FADH (otro 
donador de electrones) a la ubiquinona. 
• Complejo III: Complejo citocromo bc1. Es el encargado de trasportar los 




hidrosoluble del espacio intermembrana, a la vez que bombea dos 
protones  a través de la membrana.  
• Complejo IV: Citocromo c oxidasa. Capta los cuatro electrones que le 
ceden las cuatro moléculas de citocromo c y los trasfiere al oxígeno para 
producir dos moléculas de agua. A su vez, transloca cuatro protones al 
espacio intermembrana. 
 
Figura 3: Esquema de la cadena respiratoria mitocondrial. Los electrones se representan como 
flechas negras y los protones como flechas rojas. (IMM: membrana mitocondrial interna). 
 
La cadena de transporte de electrones, al bombear protones (un total de 4 H+) a 
la matriz mitocondrial produce una hiperpolarización de la membrana mitocondrial interna 
Esto estimula al uniporter de calcio dependiente de potencial que se encuentra en esta 
misma membrana, favoreciendo así la entrada de calcio a la matriz mitocondrial (15). 
Este calcio estimula el transporte de ATP hacia el citosol, aumentando así la 
concentración de ATP y el cociente ATP/ADP (16). De hecho, en la mitocondria se 
produce el 98% del ATP de la célula β (17). 
 
3.1.3.- El glutamato como mensajero en la célula β 
 
Se ha propuesto que el glutamato que se forma tras la aminación del α-
cetoglutarato gracias a la acción inversa de la glutamato deshidrogenasa puede 




teoría ha sido rebatida por varios investigadores, ya que los niveles basales de glutamato 
son bastante elevados en el islote y que parece difícil imaginar un incremento sobre esa 
cantidad (19). Pero la principal evidencia contra esta teoría es que la glutamina, por sí 
sola, es incapaz de estimular la liberación de insulina, aun aumentando los niveles de 
glutamato más de 3 veces (20). 
 
3.1.4.- El malonil-CoA como mediador de la respuesta secretora 
 
 Algunos autores como Corkey (21) sugieren que los acil-CoA de cadena larga 
pueden ser unos potentes moduladores de la secreción de insulina. Sostienen que la 
glucosa, al ser metabolizada en la mitocondria de la célula β, se conviertiría, 
parcialmente, en citrato. A través de la lanzadera de piruvato-citrato, sería capaz de salir 
de la mitocondria, llegando así al citosol, donde existen grandes cantidades de acetil-
CoA carboxilasa, que es activada por el propio citrato. Posteriormente, la acetil-CoA 
carboxilasa trasformaría el acetil-CoA (proveniente de la propia glucosa) en malonil-CoA.  
 
El malonil-CoA tiene dos propiedades que marcan su papel en esta teoría. Por 
un lado, es un potente inhibidor de la carnitina-palmitoil transferasa 1 (CPT1), que es la 
enzima que cataliza el primer paso específico en la oxidación de los ácidos grasos de 
cadena larga. Esto favorecería la acumulación de acil-CoA de cadena larga en el citosol. 
Y esta es la segunda característica de este modelo. Los acil-CoA intermediarios juegan 
un papel importante, ya que pueden acilar proteínas o acoplarse con la dihidroxiacetona 
fosfato o con el glicerolfosfato para formar lípidos como el diacilglicerol (DAG). Este sería 
el vínculo con la secreción de insulina. El DAG finalmente activaría a la proteína kinasa C 
(PKC), y participaría así en la potenciación de la segunda fase de la secreción de 
insulina (la fase sostenida).  
 
 Los ácidos grasos, por su parte, tienen la capacidad de amplificar, aunque no 
iniciar, la secreción de insulina en respuesta a glucosa. Como, en presencia de glucosa 
elevada, la CPT1 está inhibida por el malonil-CoA, los ácidos grasos no se oxidan, así 
que aumentan los niveles citosólicos de  LC-CoA  (acil-CoA de cadena larga), que sí 
pueden activar varios mecanismos que potencian la secreción. Activan directamente la 
PKC y estimulan el influjo de calcio, bien a través de los canales de calcio, bien a través 
de la movilización de los depósitos intracelulares. Pueden también activar directamente 




También pueden controlar otros aspectos funcionales de la célula β, como la acilación de 
proteínas, la apoptosis mediada por ceramidas o por óxido nítrico (NO) o la unión y 
activación de factores nucleares de transcripción (23). 
 
Esta teoría no deja de ser controvertida. Prueba de ello son los estudios que se 
llevaron a cabo en 2001 por el grupo de Mulder (24). Este grupo transfecta un tipo 
modificado de células β provenientes de un insulinoma de rata (INS-1 832/13) (que 
tienen la característica, que las difererencia de la línea celular INS-1 convencional, de 
que presentan una potente respuesta secretora de insulina estimulada por glucosa 
dependiente e independiente de los canales de potasio sensibles a ATP) con el gen de la 
malonil-CoA descarboxilasa, de manera que se sobreexpresa. Esto anula el aumento de 
la malonil-CoA que se produce en presencia de glucosa, de manera que se elimina el 
vínculo con la secreción de insulina. Según la teoría de B. Corkey (21), esto debería 
reflejarse en una disminución de la secreción de insulina. Sin embargo, no es así (24).  
  
Es posible que la relación entre ácidos grasos y secreción de insulina pueda 
explicarse a través de recientes descubrimientos de moléculas como la GPR40 (25). Se 
trata de una molécula ampliamente expresada en células β pancráticas y en líneas 
celulares secretoras de insulina. Los ácidos grasos serían los ligandos de estas 
proteínas asociadas a proteínas G. Y aunque los resultados son muy preliminares, si que 
se puede hipotetizar sobre la posibilidad de que los ácidos grasos activen la fosfolipasa 
C (PLC) tras la unión con estos receptores. Esto produciría la hidrólisis de fosfatidil 
inositol 4,5-bifosfato (PIP2) en DAG e inositol trifosfato (IP3), que activarían la PKC – 
promoviendo la secreción de los gránulos de insulina- o movilizaría los depósitos 
internos de calcio, respectivamente (22). 
 
3.1.5.- El NADPH como mediador de la respuesta 
 
 Al igual que en la teoría del malonil-CoA, se ha propuesto también que el 
NADPH pueda ser un vínculo que conecte el metabolismo mitocondrial de los 
secretagogos energéticos (fuel secretagogues) con la respuesta secretora de insulina.  
 
 Como producto de la glicólisis, la glucosa se metaboliza en ATP, NADH y 
piruvato. El piruvato, ya dentro de la mitocondria, puede metabolizarse a través de la 




reductores en el ciclo de los ácidos tricarboxílicos (TCA). Pero las células β también 
tienen un alto contenido en piruvato carboxilasa, lo que hace que aproximadamente el 
40% del piruvato, que se produce durante la estimulación de la célula por glucosa, entre 
en el metabolismo mitocondrial en forma de oxalacetato producido tras la reacción con 
esta enzima. El 60% restante, entraría en forma de acetil-CoA. De esta manera, se 
estaría favoreciendo la entrada de un flujo anaplerótico hacia el TCA, que debe estar 
unido a un flujo de salida de otros intermediarios como el citrato o el malato. Es decir, 
que la entrada anaplerótica que desencadena la piruvato carboxilasa se ve compensada 
por una salida cataplerótica de intermediarios (26): 
 Malato. A través del enzima málico se convertiría en piruvato y NADPH, 
completando el ciclo malato-piruvato. 
Citrato. Cuando el citrato abandona la mitocondria se disocia en acetil-CoA y en 
oxalacetato por acción de la citrato liasa. El acetil-CoA se puede metabolizar a malonil-
CoA, que es el mediador propuesto por B.Corkey y que se ha discutido anteriormente. El 
oxalacetato puede, vía la malato deshidrogenasa citosólica, convertirse en malato, que 
gracias al enzima málico produciría otra vez piruvato y generaría poder reductor en 
forma de NADPH. De esta manera se completaría el ciclo citrato-malato. 
 
Por lo tanto, a través de esta teoría se dota al ciclado del piruvato de un papel 
clave en la regulación de la secreción de insulina. Se demuestra también que esta 
actividad cíclica esta estrechamente relacionada con el grado de respuesta a glucosa de 
las células β, por lo que se busca el elemento que conecte estos ciclos son la secreción 
de insulina. El ATP quedaría descartado, ya que no participa en ninguno de los dos 
ciclos del piruvato. Pero sí existe un intermediario común, el NADPH producido por el 
enzima málico. Sin embargo, es un campo de trabajo todavía por explorar, ya que aún 
no se ha demostrado la existencia de una molécula que relacione directamente el 
NADPH con la secreción de insulina, como podría ser el ATP con los canales de potasio 
dependientes de ATP (26).  
  
3.2.- MECANISMOS DISTALES 
 
 La entrada de glucosa en la célula β provoca una depolarización en la membrana 
celular, que desencadena una serie de acontecimientos que finalizan con la exocitosis de 




permanecen eléctricamente silentes, con un potencial de reposo de -70mV (27), debido a 
que, en reposo, la conductancia para el ion potasio es bastante elevada. 
 
Cuando la glucosa estimula la célula β se reduce la conductancia para el potasio, 
que viene regulada por los canales de potasio dependientes de ATP. La membrana se 
depolariza, esto provoca la apertura de los canales de calcio dependientes de voltaje 
(VDCCs), favoreciendo una entrada masiva de calcio, que desencadenará la exocitosis 
de insulina. Finalmente, los canales de potasio dependientes de voltaje se abren, 
recuperando así el potencial de membrana a su estado basal y cerrando, por lo tanto, los 
canales de calcio, con el consiguiente cese de la liberación de insulina. 
 
3.2.1.- Canales de potasio dependientes de ATP (K+ATP) 
 
3.2.1.1.- Un poco de historia 
 
 A principios de los 70, Dean y Mathews (28) determinaron que el ATP tenía un 
papel importante en la actividad eléctrica de la célula β, ya que al desacoplar la 
fosforilación oxidativa desaparecía la respuesta eléctrica generada por glucosa. 
Posteriormente, en 1984, Cook y Hales (29) y Ashcroft y col (30) demostraron la 
existencia de canales de potasio que se cerraban por ATP y por glucosa 
respectivamente.  Más tarde, en 1987, Arkhammar y col  (31) asociaron el efecto del 
cierre de estos canales con la entrada de calcio debida a la depolarización de la 
membrana.  
 
 La primera vez que fue descrito, fue en 1983 por Noma en células cardiacas de 
cobaya, aunque posteriormente se ha localizado su expresión en numerosos tejidos 
como músculo liso y esquelético, neuronas, axones, células epiteliales y por supuesto, 
célula β, donde fue clonado por primera vez en 1995 (6). 
 
3.2.1.2.- Estructura del canal K+ATP 
 
 El canal de potasio dependiente de ATP está formado por dos tipos de 




de sulfunilureas (SUR). Estas dos subunidades se ensamblan con una estequiometría 
4:4 (figura 4). 
 
 
Figura 4: El canal de potasio dependiente de ATP es un octámero compuesto por 4 proteínas 
formadoras del poro (Kir6.2) (cada una de 43 KDa) y 4 proteínas reguladoras: los receptores de 
sulfonilureas (SUR1) (cada una de 177 KDa) (32). 
 
Se han descrito dos genes diferentes para Kir6.x: Kir6.1 y Kir6.2.  De la misma 
manera también existen dos genes para las subunidades SUR: SUR1 y SUR2. Además, 
se puede incrementar la diversidad por splicing alternativo del gen SUR2 (32). 
  
La co-expresión de los genes Kir6.2 y SUR1 en células de mamíferos resulta en 
un canal de potasio dependiente de ATP que tienen unas características idénticas a los 
canales K+ATP de las células β nativas (33). 
 
 Kir6.2 pertenece a la familia de canales de potasio que poseen 2 dominios 
transmembrana (TM) unidos por un loop y cuyos extremo amino- y carboxi- terminal se 
encuentran en el citosol. La subunidad SUR pertenece a la superfamilia de 
transportadores ABC. Estas proteínas se caracterizan por poseer múltiples dominios 
transmembrana. SUR1 posee 17 dominios transmembrana en tres grupos de 5+6+6. 
Además posee dos dominios intracelulares de unión a nucleótidos (NBD) que contienen 
secuencias consenso para unir e hidrolizar nucleótidos (figura 5). Cada uno de los NBD 
contienen las secuencias Walter A y Walter B, que están implicadas en la activación de 










Figura 5: Estructura del canal de potasio dependiente de ATP de la célula β. Está formado por las 
subunidades formadoras del poro Kir6.2 y por subunidades reguladoras SUR1, que poseen dos 
dominios citoplásmicos de unión a nucleótidos (NBD) (32). 
 
Kir6.2 esta altamente expresado en célula β, corazón y músculo esquelético y es 
el encargado de formar el poro del canal de potasio en todos estos tejidos. Kir6.1 
también es capaz de formar los poros de los canales de potasio sensibles a ATP en 
músculo liso, pero probablemente posea propiedades diferentes a las que manifiestan 
los canales de potasio formados por Kir6.2. 
  
SUR1 funciona como subunidad reguladora de los canales de potasio en la 
célula β y en algunos tipos neuronales. SUR2A regula canales de potasio en músculo 
cardiaco y esquelético, y SUR2B, en músculo liso. 
 
Kir6.2 es incapaz de formar canales de potasio sin la presencia de las 
subunidades reguladoras SUR. En su extremo C-terminal, existe una región reguladora 
que evita que Kir6.2 sea transportada a la membrana plasmática en la ausencia de SUR. 
 
3.2.1.3.- Funcionalidad del canal K+ATP 
 
 Los secretagogos de insulina pueden dividirse en dos grupos: 
• Los “iniciadores”. Son aquellos que inician la secreción de insulina por sí 
solos. En este grupo se incluyen nutrientes como la glucosa, o drogas 
como las sulfonilureas. Todas estas sustancias inhiben la actividad del 
canal K+ATP. Pero mientras que los nutrientes deben metabolizarse para 
actuar sobre los canales, las drogas se unen directamente al canal y 




• Los “potenciadores”. Son aquellas hormonas (como el glucagón), 
transmisores (como la acetilcolina) o aminoácidos (como la arginina) que 
son capaces de amplificar la secreción de insulina inducida previamente 
por un iniciador, pero que no pueden desencadenar la secreción por sí 
solos.  
 
Hay ciertos compuestos que son capaces de inhibir la secreción de insulina 
abriendo los canales de potasio, como es el caso del diazóxido. 
 
El hecho de que existan sustancias que pueden regular positiva o negativamente 
la secreción de insulina mediante una acción directa sobre el canal de K+ATP, permite 
afirmar que este canal tiene un papel importante en la regulación de la secreción de 
insulina por las células β. 
 
Cuando la célula β está en reposo, los canales K+ATP están abiertos y se 
mantiene un movimiento constante de iones K+ hacia el exterior a través de estos 
canales. Esto hace que el potencial de membrana en reposo sea de -70mV. En estas 
condiciones, los canales de calcio están cerrados y no hay exocitosis de insulina. Sin 
embargo, cuando los niveles plasmáticos de glucosa aumentan, se incrementa tanto la 
captación, como el metabolismo del azúcar en las células β. De hecho, el efecto de la 
glucosa sobre estos canales es dependiente de su concentración, y se ha establecido un 
valor EC50, en islotes intactos, de aproximadamente 5 mM (34). Algunos productos 
metabólicos son capaces de cerrar los canales de potasio y disminuir así la 
permeabilidad de la membrana para el potasio, causando la depolarización de la célula. 
Es decir, que el interior celular se vuelve menos negativo. Esto provoca la apertura de 
los canales de calcio y el posterior influjo de calcio termina estimulando la secreción de 
insulina.  
 
La discusión sobre cuál es el producto metabólico de la glucosa que media la 
respuesta del canal de potasio ha sido bastante controvertida, pero parece que las 
variaciones intracelulares de los nucleótidos de adenina pueden estar involucradas (32). 
 





 Los estudios llevados a cabo para determinar cómo se regulan los canales de 
potasio, se basan en técnicas de patch-clamp. Se suele seleccionar una porción de la 
membrana plasmática que contenga un solo canal de potasio y se registra así la 
variación de corriente. En este diseño experimental, las concentraciones de nutrientes o 
de metabolitos se regulan externamente y los canales que se quieren estudiar no se ven 
sometidos a las concentraciones a las que se ven sometidos en el entorno de la célula 
completa.  
 
 La característica que define a los canales K+ATP es que su actividad se ve 
inhibida por un aumento de la concentración intracelular de ATP. Cuando se mide en 
porciones aisladas de membrana (patches) con una disposición inside-out (al seccionar 
la porción de membrana, la parte interior queda hacia el exterior y el exterior hacia el 
interior de la pipeta con la que se ha diseccionado la membrana y mediante la que se 
pueden registrar los cambios en la conductancia iónica), el canal es altamente sensible 
al ATP (con una Ki de 10 µM de ATP). Sin embargo, se ha estimado que la Ki para el 
canal de potasio en las células intactas es de 1-2 mM (35). Por lo tanto, aparentemente, 
la sensibilidad de los canales K+ATP al ATP es mayor en las membranas aisladas que en 
la célula intacta. Esta paradoja se explica por la presencia de agentes intracelulares que 
son capaces de reducir la sensibilidad al ATP de los canales en la célula intacta, pero 
que son eliminados por los lavados que sufren los segmentos aislados de membrana. 
 
 Existen varios agentes citosólicos que pueden modular la sensibilidad de los 
canales frente al ATP, como el oleil CoA, el fosfolípido de mebrana PIP2 (fosfatidil 
inositol-4,5-bifosfato) y los nucleótidos en presencia del ión magnesio (32): 
 
Oleil CoA: Es capaz de activar los canales K+ATP y de reducir su sensibilidad a 
ATP. Tan solo 1 µM de oleil CoA puede reducir tres veces la sensibilidad a ATP.  
La exposición prolongada a ácidos grasos no esterificados, lo que ocurre 
en las personas obesas, aumenta la concentracion intracelular de acil CoA de 
cadena larga en la célula β, activando los canales de potasio, hiperpolarizando la 
célula e inhibiendo la secreción de insulina. 
 
PIP2: La aplicación de 5 µM de PIP2 es capaz de reducir la Ki para el ATP de 10 





Mg-nucleótidos: El Mg-ADP también tiene la capacidad de aumentar la 
actividad del canal de potasio y de disminuir su sensibilidad a ATP.   
 
 Aunque no hay duda de que estos agentes pueden disminuir la sensibilidad de 
los canales, sus contribuciones bajo condiciones fisiológicas todavía no se conocen 
exactamente. De hecho, existe cierta controversia acerca de la interacción del PIP2, el 
ATP y las dos subunidades del canal de potasio (Kir6.2 y SUR1). 
 
 Autores como Tarasov y col (36) aseguran que el ATP actúa cerrando los 
canales mediante su unión con la subunidad Kir6.2 y que el Mg-ADP estimula la 
actividad del canal por su interacción con la subunidad SUR1, a través del dominio NBD. 
Es decir, postulan que los principales moduladores de los canales K+ATP serían el Mg-
ATP y el Mg-ADP. Su hipótesis se basa en que el Mg-ADP generado por la hidrólisis del 
ATP en el dominio intracelular NBD de la subunidad SUR1 (o en alguna proteína 
íntimamente asociada a SUR1), podría ser el responsable de la baja sensibilidad del 
canal frente a ATP en la célula intacta. Por otro lado, descartan la implicación del PIP2 
en esta modulación ya que, aunque sí se ha demostrado su efecto negativo sobre la 
sensibilidad del canal de potasio, no se ha podido comprobar este efecto en condiciones 
fisiológicas.  
 
 Otros autores como Ribalet y col (37) proponen que los canales de potasio son 
bloqueados por ATP y activados por PIP2, mediante su unión a diferentes residuos del 
extremo C-terminal de la subunidad Kir6.2 del canal. Proponen que cuando el canal se 
encuentra abierto, existen determinados residuos, localizados en el extremo 
citoplasmático, en la parte más próxima a la membrana citoplasmática, que son capaces 
de interaccionar con PIP2 y estabilizar el poro en el status abierto. Pese al estudio 
realizado, están de acuerdo con el grupo de Ashcroft en el dudoso papel fisiológico que 






Figura 6: Estructura del poro del canal K+ATP, que muestra dos subunidades Kir6.2. M1 y M2 
representan los dos dominios transmembrana. Se muestra la interacción tanto con el PIP2, como 
con el ATP (37). 
 
El grupo de Ribalet aporta también importante información acerca de los 
residuos implicados en la unión de los tres posibles grupos fosfato que poseen los tres 
nucleótidos de adenina- AMP (grupo α-fosfato), ADP (grupos α y β-fosfato) y ATP 
(grupos α, β y γ-fosfato)- así como sobre la secuencia de unión del ATP al canal. El sitio 
de unión para el ATP estaría localizado en el dominio citoplásmico de la subunidad 
Kir6.2, en la parte más alejada del poro. Cuando el canal está abierto, el fosfato β del 
ATP se une a determinados residuos de esta región (R50 y K185), desestabilizando la 
estructura del canal. Esto favorecería el posicionamiento de otro residuo (R201) en la 
posición óptima para interaccionar con el fosfato α del ATP, de manera que se 
estabilizaría el canal de potasio en el status cerrado (figura 6). 
 
Realmente ambas teorías serían compatibles, ya que se centran en la 
modulación de la actividad del canal por el ATP, pero en las dos subunidades diferentes 
del canal. Es decir, Ashcroft propone que el Mg-ADP disminuye la sensibilidad del canal 
frente al ATP, a través de la hidrólisis de este último por la subunidad SUR y la posterior 
unión del producto hidrolizado (el Mg-ADP) a la región NBD. Pero cuando el ATP supera 
un determinado umbral, sería capaz de interaccionar con los residuos del extremo C-
terminal del dominio citoplásmico de la subunidad Kir6.2, de manera que cerraría el 






3.2.2.- Los canales de Ca2+ dependientes de voltaje 
 
 Los canales de calcio dependientes de voltaje son poros conductores del ión 
Ca2+ que se encuentran localizados en la membrana plasmática. Cuando la membrana 
se depolariza, la configuración de estos canales cambia y se abren, permitiendo así el 
flujo de calcio al interior celular. El Ca2+ es un segundo mensajero que acopla un 
estímulo eléctrico a una señal química, que en el caso de la célula β se basa en 
favorecer la liberación de insulina. Pero el calcio también puede controlar otros 
fenómenos celulares como la proliferación, la diferenciación, la fosforilación proteica, la 
expresión génica o incluso la muerte celular a través de la iniciación de los mecanismos 
de apoptosis y necrosis (38). 
 
 Por lo tanto, cuando los niveles plasmáticos de glucosa aumentan, se incrementa 
la entrada de glucosa en las células β y también su metabolismo. Esto genera un 
aumento del cociente ATP/ADP que inhibe los canales de K+ATP. La célula se depolariza 
y finalmente, se activan los canales de Ca2+ dependientes de voltaje. Se genera un flujo 
de iones calcio hacia el interior celular que termina desencadenando la secreción de 
insulina. 
 
 La actividad y/o densidad de los canales de calcio está regulada por varios 
mecanismos, como la concentración citoplasmática de Ca2+ libre, la fosforilación, 
translocación o interacción proteica y otros. Por lo tanto, la regulación, tanto positiva 
como negativa, de la actividad y/o densidad de los canales puede resultar en una mayor 
o menor exocitosis de insulina, respectivamente (38). 
 
3.2.2.1.- Tipos de canales de Ca2+ dependientes de voltaje 
 
 En 1975, Hagiwara elaboró una primera clasificación de las canales de Ca2+, 
según sus propiedades biofísicas, en canales I (activados por bajo voltaje, LVA) y 
canales II (activados por alto voltaje, HLA). 
 
Posteriormente, en 1995, el grupo de Tsien (39) identificó, usando técnicas de 
patch clamp  y manipulación farmacológica, varios canales de calcio que clasificó según 





 Canales de Ca2+ de tipo T. Este tipo de canales necesita una pequeña 
depolarización para activarse. Se caracterizan por una minúscula (Tiny, en 
ingles) conductancia y por una cinética Transitoria de inactivación.  Se han 
identificado en neuronas, músculos, células endocrinas e, incluso, en células 
no excitables. Son el único tipo de canales que pertenecen a los 
anteriormente llamados LVA. El resto de los canales pertenecen al grupo de 
los HVA. 
 
 Canales de Ca2+ de tipo L. Se caracterizan por su gran conductancia, que 
además es de larga duración (de ahí su nombre). Están ampliamente 
distribuidos en todas las células excitables y en alguna no excitable. Son 
importantes ya que son los encargados de asociar las respuestas de 
excitación con la contracción, en mantener la homeostasis del calcio, en 
regulación génica y en secreción de hormonas como la insulina, en el caso 
de las células β. 
 
 Canales de Ca2+ de tipo N. Fueron encontrados por primera vez en 
neuronas, razón por la que se les denominó de tipo N. Poseen una 
conductancia y una tasa de inactivación intermedia entre los tipo L y los tipos 
T. 
 
 Canales de Ca2+ de tipo P/Q. Los P fueron descubiertos en células de 
Purkinje (cerebelo), y los Q en los gránulos de células cerebelosas. En un 
primer lugar se consideraron dos canales distintos, pero hoy se consideran el 
mismo ya que ambos poseen la misma subunidad conductora de corriente. 
 
 Canales de Ca2+ de tipo R. Se clasificó como un grupo diferente a los otros 
debido a su especificidad por determinadas toxinas. Este tipo de canales son 
claves para generar los potenciales de acción dependientes de Ca2+ y para 
la liberación de neurotransmisores. 
 






 El canal de Ca2+ está compuesto por 5 subunidades: la principal subunidad 
transmembrana formadora del poro es la subunidad α1, que se asocia a una serie de 
subunidades que ya no son formadoras de poro, y que se conocen como subunidades 
auxiliares: el dímero α2δ (unido por un puente bisulfito), la subunidad intracelular β y la 
subunidad transmembrana γ (figura 7). Estas subunidades juegan un papel importante en 
la regulación de la expresión en superficie, en las propiedades de apertura/cierre del 








Figura 7: Organización molecular del canal de calcio dependiente de voltaje. Alrededor de la 
subunidad principal α1 se distribuyen el resto de subunidades, tanto transmembrana (γ y δ), como 
extra- (α2) e intra-celulares (β) (38). 
 
 Subunidad α1 
 
Es la principal subunidad transmembrana del canal y está formada por 4 
repeticiones homólogas de 6 segmentos transmembranarios (S1-S6), con un 
loop asociado, cada una (figura 8). El fragmento S4 es el sensor de voltaje 
del que depende la activación del canal. Y el S5, el S6 y el loop entre ambos, 
forman el poro, propiamente dicho. Existen varias subunidades distintas que 
determinan el tipo de canal (L, P/Q, R…) y que son específicas de tejido. 
En la célula β, las dos subunidades expresadas son la α1C y la α1D, que 
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Figura 8: Estructura topológica de la subunidad α1 del canal de calcio. Está formada por cuatro 
fragmentos idénticos unidos por un loop intracelular. Cada segmento consta de 6 segmentos 
transmembrana idénticos (S1-S6). Entre los segmentos S5 y S6 existe un loop transmembrana. 
Estos tres segmentos de cada uno de los 4 fragmentos, forman el poro para el ión calcio (39). 
 
 Subunidad β 
Es una subunidad enteramente citosólica asociada a la subunidad α1. Es 
sustrato de la proteína quinasa A (PKA), que regula la actividad del canal a 
través de la fosforilación de esta subunidad. Ejerce dos funciones 
primordiales: regula el tráfico por la membrana plasmática de la subunidad α1 
y regula las propiedades biofísicas del canal. 
Existen 4 tipos distintos de subunidad β, que pueden tener efectos 
opuestos en cuanto a las cinéticas de activación del canal. Por ejemplo, la 
subunidad β2 retarda la inactivación, mientras que la β3 acelera el proceso. 
En islotes pancreáticos de rata se han identificado las subunidades β2 y 
β3, siendo la primera la más expresada. 
 
 Subunidad α2δ 
Ambas subunidades provienen del mismo gen y se unen por puentes 
bisulfito. Mientras que δ posee un único dominio transmembrana, α2 es 
totalmente extracelular y es la que interacciona con la subunidad α1. 
La misión del dímero α2δ es promover el transporte de α1 a la membrana 
plasmática y, además, incrementar la amplitud de corriente. Existen 4 tipos 
distintos de subunidad δ, lo que confiere al dímero de diferentes propiedades 
a la hora de regular la activación o la inactivación del canal. 
En páncreas humanos se ha podido identificar la isoforma α2δ2. 
 




No tiene efecto en el transporte a través del canal, pero sí afecta a las 
cinéticas de activación/desactivación y es capaz de inhibir la actividad del 
canal. Se han identificado hasta 8 subunidades distintas. 
No se sabe realmente si se expresa en células β. 
 
3.2.2.3.- Los canales de Ca2+ dependientes de voltaje y la célula β 
 
Ya desde 1968 se han asociado las variaciones del calcio extracelular con la 
capacidad que tienen las células β de responder a glucosa (40). Desde entonces, 
sucesivos estudios en distintas especies han podido localizar varios de los diferentes 
tipos de canales de calcio existentes.  
 
Los canales de tipo L son expresados en las células β de todas las especies 
probadas y en todos las líneas celulares secretoras de insulina estudiadas. Aún así, 
según la especie, se ha podido también comprobar la expresión de otros canales como 
los P/Q, los N o, incluso, los R y probablemente los T. Aunque los tipo L están, 
indiscutiblemente, asociados a la secreción de insulina (son responsables del 60-80% de 
la respuesta secretora), también los tipo N se han podido asociar a la segunda fase de la 
respuesta secretora. De los de tipo R se sabe que están relacionados con la exocitosis 
de insulina, aunque aún se desconoce el mecanismo exacto. 
 
En cuanto a la regulación del canal de Ca2+, no se puede hablar de 
activadores/inhibidores endógenos, ya que fisiológicamente, tan sólo el grado de 
depolarización de la membrana determina la apertura de los canales. Pero se ha 
propuesto que existe un ajuste más fino de las funciones de cada canal individual. Así, 
se ha postulado que el canal de Ca2+ tipo L puede ser modulado por procesos de 
fosforilación. Se han propuesto, como posibles moduladores, a la proteína quinasa A 
(PKA), a la proteína quinasa C (PKC) o a la proteína quinasa II dependiente de 
Ca2+/calmodulina (CaM kinase II). Aún así, es difícil explicar cómo pueden los procesos 
de fosforilación regular, in vivo, la actividad del canal si el estado basal de fosforilación 
de estos canales, en la célula β, es ya de por sí bastante elevado. 
 
También se ha propuesto que ese ajuste fino puede ser llevado a cabo por 
proteínas exocitóticas, que han sido halladas asociadas físicamente a los canales de 




la secreción de insulina asociada a calcio. Sin embargo, esta íntima asociación con la 
maquinaria exocitótica (proteínas SNARE, incluyendo las sintaxinas 1A y 3), puede tener 
la función de asegurar la co-localización de los canales de calcio con los puntos de la 
membrana en los que se producirá la exocitosis de insulina (38).  
 
3.2.3.- Canales de potasio dependientes de voltaje (K+V) 
 
 Tras la depolarización de la célula β provocada por el cierre de los canales de 
potasio, se produce la apertura de los canales de calcio dependientes de voltaje de tipo 
L. Esto genera un aumento de la concentración intracelular de Ca2+, que provoca la 
exocitosis de los gránulos de insulina. Pero debe haber un mecanismo que haga que la 
membrana celular se repolarice, para que la señal secretora desaparezca y se detenga 
la exocitosis de los gránulos de insulina. 
  
Recientemente, se ha propuesto la existencia de unos canales de potasio 
dependientes de voltaje y de calcio, que serían los encargados de generar la salida de 
iones K+ y, por lo tanto, de repolarizar la célula.  
 
 3.2.3.1.- Estructura molecular de los canales K+V 
 
 Los canales de este tipo están formados por un tetrámero constituido por 4 
subunidades α (Kvα). Estas subunidades (figura 9) compuestas por 6 dominios 
transmembrana, pertenecen a una familia formada por 11 miembros. Y aunque los 
canales están formados de forma heterogénea, y los miembros de las familias Kv5-11 no 
han sido estudiados aún en profundidad, sí se sabe que estos últimos son incapaces de 
formar canales funcionales por sí solos, necesitan asociarse con miembros de las 
familias Kv1-4 para formar poros activos. 
 
La repolarización específica que llevarían a cabo este tipo de canales en la 
célula β y su papel en la secreción de insulina está sólo empezando a estudiarse. De 
hecho, un estudio reciente de MacDonald y col (41) ha identificado a la subunidad KV2.1 
como la mayor contribuyente a la repolarización a través de la salida de K+ en células de 
insulinoma y células β pancreáticas de roedores. Uno de los principales problemas que 
surgen en el estudio de estos canales es la gran heterogeneidad en su composición, ya 




aleatoriamente, sino que también depende de la asociación con otras subunidades 
reguladoras, tanto citosólicas como transmembrana. Por ejemplo, existe una expresión 
diferencial de la subunidad reguladora Kvβ dependiente de tejido (figura 9). Esta 
subunidad interaccionaría con el extremo N-terminal y modularía tanto la expresión, 
como la función del canal. La subunidad β está implicada en otorgar cierta sensibilidad a 












Figura 9: Estructura de la subunidad transmembrana Kvα, formadora del poro de los canales de 
K+ dependientes de voltaje. Se refleja en el esquema la posible interacción con la subunidad 
reguladora citosólica Kvβ. 
 
 La subunidad Kv2.1 está sometida también a un alto grado de fosforilación post-
translacional, sobre todo en el extremo C-terminal, que puede alterar su activación 
dependiente de voltaje.  Se ha especulado con que los diferentes grados de fosforilación, 
puedan otorgar a estos canales una cierta especificidad de tejido, pudiendo resultar en 
canales distintos tanto biofísicamente, como en su interacción con otras subunidades 
(42). 
 
3.2.3.2.- Regulación de la actividad de los canales K+V en la célula β 
 
Las proteínas SNARE han sido propuestas como posibles reguladores de los 
canales, tanto a través de su actuación aumentando la eficiencia de la subunidad Kvβ  
en inactivar las subunidades Kvα (a las que está asociada), como a través de su acción 
inhibitoria directa sobre el extremo N-terminal de la subunidad Kvα. Las proteínas 




Kv. A través de su interacción, co-localizan a estos canales en los sitios de exocitosis, 
con los canales de Ca2+ dependientes de voltaje. 
 
También se ha propuesto una regulación hormonal de los canales Kv a través de 
la activación de la vía de la PKA y la posterior fosforilación de la subunidad Kvα, que 
supondría una activación del canal. De hecho, se ha propuesto que GLP-1 podría 
aumentar la secreción de insulina estimulada por glucosa, inhibiendo las corrientes de K+ 
a través del canal, de una manera dependiente de la vía AMPc/PKA. 
 
Y como se ha comentado anteriormente, la subunidad Kvβ asociada a las 
subunidades Kvα, tiene la capacidad de actuar de sensor redox y de regular los canales 
en función de la actividad oxidorreductasa dependiente de NADPH que lleva asociada. 
De hecho existe un estudio publicado en 2003 (43) en el que se ha podido comprobar 
que un aumento en el potencial redox intracelular generado por una elevación del 
cociente NADPH/NADP+ en la célula β, genera una inactivación rápida de la corriente de 
K+ a través de Kv2.1, lo que provoca un cambio en la dependencia del voltaje del estado 
inactivo basal del canal. Significaría que la generación metabólica de NADPH podría 
reducir la eficacia que tiene los canales Kv para repolarizar las células, es decir, que 
contribuiría a la excitabilidad de la célula β. 
 
3.2.4.- Dinámica y exocitosis de los gránulos de insulina 
 
 Una vez analizados todos los elementos que se ven involucrados en la 
excitabilidad celular, me gustaría analizar el efecto directo que esta excitación tiene 
sobre la célula β pancreática: la secreción de insulina. La insulina está contenida en 
gránulos de secreción (LDCV) y es liberada tras la fusión de la membrana de estos con 
la membrana plasmática. Este proceso es desencadenado por el aumento de la 
concentración de calcio intracelular (mecanismo descrito con anterioridad) en los sitios 
de exocitosis. 
 
 Los gránulos de insulina son similares a las vesículas secretoras de otros tipos 
celulares, y existen dentro de las células en diferentes grupos que podríamos clasificar 
en (44): 
 Reserva intracelular: 90% de los gránulos 




 Grupo listo para liberarse (RRP, readily releasable pool): está químicamente 
cebado a la membrana (primed). Este grupo varía entre un 0.3 y un 2.2%. De 
hecho, el tamaño de este grupo es lo que determina la magnitud de la 
respuesta secretora inicial. 
 
La primera fase de la exocitosis puede ser provocada por cualquier estímulo que 
genere un aumento del calcio intracelular, lo que provocaría la liberación de los gránulos 
ya cebados y de los anclados a membrana (que son los que reponen el grupo RRP). Sin 
embargo, la segunda fase de la liberación, la fase sostenida, que depende de la 
movilización de las vesículas desde el interior celular y de su anclaje a la membrana, tan 
sólo puede ser desencadenada por secretagogos metabolizables. Es decir, que las 
señales derivadas de la glucosa son necesarias para amplificar y mantener la secreción 
de insulina, ya que promueven la movilización y el cebado de los gránulos desde el 
grupo de reserva (6). 
 
3.2.4.1.- Los gránulos de secreción 
 
 Tras su síntesis en el retículo endoplásmico, la insulina es procesada hasta 
alcanzar su forma biológicamente activa y es almacenada en los gránulos de secreción 
hasta el momento de ser liberada. Una célula β contiene cerca de 10000 gránulos de 
secreción, que son liberados al exterior celular de una manera dependiente de los 
niveles intracelulares de calcio y con una tasa de liberación que varía según la fase de la 
secreción en la que se encuentre la célula β. Utilizando técnicas de amperiometría con 
fibra de carbono se ha podido determinar que un único gránulo de secreción, de una 
célula β de rata, contiene 1.6 amoles de insulina, alcanzando una concentración dentro 
del gránulo de 74 mM (44). Durante la primera fase de la secreción se ha determinado 
que son exocitados entre 40 y 100 gránulos de los que se encuentran en el grupo RRP. 
En el pico máximo de esta primera fase la tasa de liberación es de un gránulo cada tres 
segundos. Sin embargo, durante la segunda fase, la fase sostenida, la tasa de liberación 
es de uno cada 10 segundos (45). Los gránulos que pertenecen al grupo de los RRP 
pueden ser liberados sin ningún tipo de modificación tras la estimulación y son los que 
formarían el componente rápido de liberación. Pero la mayoría de los gránulos (95-99%) 
pertenecen al grupo de los gránulos no liberables, que necesitan una serie de reacciones 




liberación. Estos procesos necesitan de la formación de complejos SNARE, de los que 
hablaré posteriormente (44). 
 
3.2.4.2.- Maquinaria exocitótica de la célula β 
 
 Tras varios años acumulando datos sobre la secreción de insulina, se ha llegado 
a un acuerdo acerca del modelo de exocitosis de los gránulos en las células β. El grupo 
de moléculas que pertenecen a las proteínas SNARE son importantes en la fusión de la 
membrana. Estas proteínas se asocian para formar complejos que unen las vesículas 
secretoras a la membrana plasmática, de manera que pueden fusionarse eventualmente 
e incluirse en la propia membrana (44). Existen proteínas SNARE tanto en las vesículas 
(v-SNARE), como en la membrana plasmática (t-SNARE; target, blanco). El complejo lo 
forman, por tanto, la sintaxina y SNAP-25 (synaptosomal-associated protein-25, proteína 
asociada al sinaptosoma-25) de la membrana plasmática (proteínas t-SNARE) y la 
proteína VAMP-2 (vesicle-associated membrane protein-2, proteína asociada a la 
membrana vesicular-2) (también conocida como sinaptobrevina) de las vesículas de 
secreción (proteína v-SNARE) (figura 10). Las proteínas SNARE facilitan la exocitosis 
atrayendo la membrana vesicular hacia la membrana plasmática de manera parecida a 
una cremallera. Las tres proteínas se asocian mediante interacciones coiled-coil, 
formando un complejo extraordinariamente estable (45).  Las proteínas SNARE, además, 
también se encargan de que la entrada de calcio esté restringida a las zonas da la 
membrana plasmática que estén en contacto con los gránulos secretores. El loop que se 
encuentra entre los fragmentos II y III de los canales de calcio de tipo L se une a la 
sintaxina, a SNAP-25 y a la sinaptotagmina, de manera que ancla el canal de calcio al 
gránulo secretor (figura 10). Gracias a esta unión, el grupo RRP está expuesto a los altos 
niveles de calcio que existen justo en la entrada del canal de calcio, de manera que la 
exocitosis de insulina se convierte en un “todo o nada”, en función de si los canales 














Figura 10: Esquema de la unión entre los gránulos de secreción y la membrana plasmática 
(cebado, docking). Representación de la moléculas v-SNARE (VAMP-2 ó sinaptobrevina) y de la t-
SNARE (sintaxina y SNAP-25). También están representadas las moléculas reguladores Rab3A y 
munc-18, así como el sensor de calcio: sinaptotagmina. El canal de calcio se asocia a través del 
loop entre los fragmentos II y III a las proteínas SNARE, de manera que asocia estrechamente los 
sitios de entrada de calcio con las vesículas secretoras. 
 
Aun así, las proteínas SNARE no son suficientes para justificar la rápida 
exocitosis dependiente de la concentración intracelular de calcio. La sinaptotagmina se 
ha propuesto como el sensor de calcio en la fusión vesicular (44, 6, 45). Los 13 
miembros de la familia de las sinaptotagminas poseen dos sitios de unión de calcio: C2A 
y C2B. En la célula β, se ha propuesto que están implicadas en la exocitosis de las LDCV 
las sinaptotagminas V y VII, que poseen una gran afinidad por el calcio, de manera que 
pequeños aumentos en la concentración de este son capaces de desencadenar la 
exocitosis. También existen otras moléculas como Rab3A (proteínas de unión a GTP), 
que ejercen una acción negativa sobre la exocitosis de las vesículas en respuesta a un 
aumento de la concentración de calcio, es decir, que limitan la liberación de insulina (44). 
De igual manera, proteínas como munc-18 también intervienen en el proceso exocitótico 
impidiendo la unión entre la sintaxina y SNAP-25, contribuyendo así al control de la 
liberación de insulina (45) (figura 10).  
 





 La mayor parte de los gránulos que se sitúan en la membrana plasmática (85-
97%) no están inmediatamente disponibles para su liberación, pero pueden estarlo en 
poco tiempo sin someterse a grandes desplazamientos. En aproximadamente 1.5 
minutos, el grupo RRP puede renovarse completamente, para lo cual es necesario un 
cierto gasto de energía. Por lo tanto, el grupo RRP es realmente un subgrupo de los 
gránulos anclados a la membrana (docked), que tiene la característica distintiva de estar 
compuesto por gránulos ya cebados (primed). El resto de los gránulos anclados a la 
membrana, constituye un grupo de reserva que debe ser “activado” antes de poder ser 
liberado. Por lo tanto, se podría hablar de que la liberación rápida de los gránulos (que 
podría asociarse con la primera fase de la secreción) puede ser debida a la exocitosis de 
los gránulos anclados y cebados, y de que la liberación lenta (que se asociaría a la 
segunda fase de la secreción de insulina) podría deberse, al menos a corto plazo, a la 
liberación de los gránulos que se encuentran cerca de la membrana, pero que deben de 
ser cebados antes de su exocitosis (44).  
 
La liberación sostenida a lo largo del tiempo, requiere, en último término, la 
translocación física de los gránulos a las zonas de liberación. Los gránulos que se 
encuentran en el interior celular están sometidos a amplios movimientos, que se pueden 
clasificar en dos clases: 
 
 Movimientos lentos. Son movimientos de difusión, aparentemente sin 
dirección establecida. 
 Saltos rápidos y directos. Ocurren con mucha más frecuencia durante la 
estimulación con glucosa. Estos movimientos estarían mediados por la 
proteína quinesina, que es un tipo de proteína motora que usa la hidrólisis 
del ATP (en último término, sintetizado a partir de glucosa) para mover 
determinadas cargas (en este caso los gránulos de secreción) a lo largo de 
los microtúbulos que forman el citoesqueleto. De esta manera, se repondría 
el grupo RRP para mantener la secreción de insulina en el tiempo (44). 
 
Por lo tanto, el grupo RRP sería el responsable de la primera fase de la 
secreción de insulina estimulada por glucosa. Pero tras la descarga de los gránulos, es 
necesaria una translocación desde el pool de reserva. Esto ocurre a una velocidad 
mayor que la velocidad de exocitosis en la segunda fase de la secreción, por lo que se 




determinada por la velocidad de translocación de los gránulos, sino por la tasa de 
cebado de los mismos, que es lo que realmente limita la exocitosis (45). 
 
3.2.4.4.- Cebado de los gránulos de secreción (priming) 
 
 Se puede decir, que en la célula β, la glucosa posee la doble capacidad de 
desencadenar y amplificar la secreción de insulina. Cuando la glucosa se metaboliza y 
aumentan los niveles de ATP intracelulares, se cierran los canales K+ATP y se abren los 
canales de Ca2+ tras la depolarización celular. Esto desencadena la secreción de 
insulina, la exocitosis de los gránulos. Adicionalmente, la glucosa también tiene un papel 
amplificador de la secreción, que no es dependiente de los canales de K+ATP, aunque sí 
de un aumento de la concentración de calcio intracelular. La señal intracelular que 
participa en esta función no está claramente determinada, aunque se barajan varias 
posibilidades (activación de PKA o PKC, producción de ácido araquidónico, óxido nítrico, 
glutamato, etc.).  
 
Sin embargo, sí que se sabe que variaciones de las concentraciones de ATP y 
ADP son significativas tras la entrada de glucosa en la célula β.  Y aunque la variación de 
la concentración de ATP en el rango fisiológico no tiene ningún efecto sobre la 
exocitosis, la variación de la concentración de ADP modula la exocitosis de un modo 
parecido al producido por la glucosa. Por lo tanto, esto indicaría que el ATP representa el 
factor permisivo y que la amplificación de la secreción de insulina inducida por glucosa 
es mediada por cambios en la concentración de ADP, que regularían la exocitosis en 
este paso de cebado de los gránulos (44). El papel último que el ADP pueda tener no 
está del todo claro, pero puede que esté relacionado con la activación de la PI4 quinasa 
y los posteriores efectos en activación de proteínas de manera dependiente del Ca2+ (6). 
Adicionalmente, hay evidencias (46) que implican la acidificación de los gránulos en el 
proceso de cebado de las vesículas de secreción. La capacidad de los gránulos de ser 
cebados dependería de la acción simultánea de la ATPasa de protones de tipo V (V-
ATPasa H+) y de los canales vesiculares de cloruro ClC3. El bombeo de protones, a 
costa de un gasto de ATP, al interior granular acidifica el medio interno, pero es 
neutralizado parcialmente por la entrada de iones Cl-.  Se ha propuesto que el ADP, a 
través de la regulación negativa del canal ClC3 podría actuar como el “interruptor” 
metabólico que determinase la capacidad de los gránulos para ser liberados (44) (figura 




gránulos, regula los procesos proteolíticos de las cadena B y C de la proinsulina, ya que 
permiten la actuación de las endopeptidasas específicas y también favorece el 
almacenaje de la insulina en forma de hexámeros de insulina-Zn2+ insolubles (47). Pero 
también se ha propuesto que es necesaria una alcalinización del lumen de las vesículas 
secretoras que permita la solubilización de la insulina condensada y almacenada, tras la 
fusión del gránulo con la membrana (48). Mientras que la acidificación se atribuye a la 
acción del ATP (V-ATPasa H+) producido por la glucosa, la alcalinización puntual de las 
vesículas puede deberse a la inhibición de la bomba de protones o a la inhibición del 
canal de ClC3 (función atribuida al ADP (44)). Sin embargo, se ha propuesto que la PKA, 
por mecanismos aún no aclarados completamente, también puede producir una 
alcalinización vesicular (48) y contribuir así a potenciar la acción secretora de la glucosa, 
ya que contribuiría a la descondensación de la insulina justo en el momento de ser 
liberada. Por otro lado, el glutamato también se ha propuesto como elemento 
potenciador derivado de la glucosa que puede actuar a través de la alcalinización del 













Figura 11: Esquema de la regulación metabólica que media el cebado de los gránulos 
para su posterior exocitosis. El ATP es usado por la V-ATPasa-H+ para acidificar el medio. El canal 
de Cl- (ClC3) se necesita paralelamente a la bomba de H+, para mantener la electroneutralidad y 
permitir que los H+ se acumulen en el lumen vesicular (48). Cuando el ADP activa la proteína 
reguladora, es capaz de inhibir la acción de este canal, de manera que la acidificación intra-
granular es bloqueada, aunque el gránulo ya está disponible (primed) para, ante un estímulo que 










 Una vez que la exocitosis se ha llevado a cabo, la membrana del gránulo 
secretado debe ser reabsorbida mediante la endocitosis. Existe una endocitosis rápida 
(cada 10 segundos) y una endocitosis lenta (cada 100 segundos), siendo la primera 
importante tras los estímulos débiles, y la segunda para los grandes aumentos de 
superficie en la membrana celular, tras una estimulación intensa. Existen tres tipos de 
endocitosis (46) (figura 12): 
 
1. “Kiss-and-run”. El contenido del gránulo se libera a través de un poro de fusión 
que se abre transitoria y reversiblemente durante la exocitosis. El poro puede 
cerrarse incluso antes de que el interior granular se haya vaciado 
completamente. Ocurre con poca frecuencia. Recientemente, se ha propuesto 
que durante este proceso, el tamaño de poro que se genera es insuficiente para 
libera la insulina contenida en los gránulos, pero no para liberar el ATP u otros 
pequeños transmisores que también existen en el interior de los LDCV (50). 
2. Fusión completa. La membrana granular se integra por completo en la 
membrana plasmática, y la membrana extra es posteriormente recapturada por 
la convencional endocitosis mediada por clatrina. Tan sólo ocurre en el 10% de 
los casos 
3. Semi-fusión. Es el proceso intermedio entre las dos anteriores. Supone el 
establecimiento de una gran apertura entre el lumen del gránulo y el espacio 
extracelular, pero la estructura del gránulo permanece intacta. Este suele ser el 
proceso que ocurre en el 90% de los casos de liberación y el gránulo suele ser 













Figura 12: Representación de los tres tipos de endocitosis. Tras la formación del poro de 
fusión, las vesículas pueden separarse inmediatamente, sin llegar a liberar totalmente su contenido 
(Kiss-and-run). Se puede a llegar a formar una gran apertura, por la que se libera todo el contenido 
intra-granular, pero sin llegar a perder el gránulo su estructura (semi-fusión). Si el gránulo pierde su 
estructura y se fusiona totalmente con la membrana plasmática, tendrá que ser endocitado en un 
proceso mediado por clatrina (fusión completa). 
 
4.- DIABETES MELLITUS 
 
 Bajo condiciones fisiológicas normales, la entrada de glucosa en la célula β 
desencadena la liberación de insulina al torrente sanguíneo. La insulina es transportada 
por la sangre hasta los tejidos periféricos, donde se une a los receptores de insulina para 
llevar a cabo su acción. Esto inicia una cascada de procesos que culminan en la 
captación de glucosa por las células y en su metabolización para producir energía o para 
almacenarse como depósitos de glucógeno (51).  
 
 La Diabetes Mellitus es una alteración en el conjunto de procesos relacionados 
con la utilización de carbohidratos, que se traduce en una elevación de los niveles de 
azucares en sangre, lo que generalmente se conoce como una hiperglicemia.  
 
 Ya en el siglo I d.C. el filósofo griego Arateus el Capadocio se refirió a esta 
enfermedad, aludiendo a la poliuria característica de la diabetes. No es hasta el siglo XI 
que se vuelve a tener registro escrito de los síntomas de esta enfermedad. El médico y 
filósofo uzbeco Avicena, lo menciona en su famoso Canon de la Medicina. 
Posteriormente, se han ido publicando datos y experimentos que han ido arrojando luz 
sobre las causas y los procesos involucrados en la diabetes. Aún así las causas últimas 
que provocan los diferentes tipos de diabetes están aún por descubrir, por lo que 
también se abre un amplio campo de investigación en terapias que puedan subsanar o 
paliar parte de los daños y alteraciones que puede terminar provocando esta 
enfermedad. 
 
Existen 4 tipos diferentes de Diabetes Mellitus:   
• Diabetes Mellitus de tipo I o insulino-dependiente (IDDM, Insulin 
Dependent Diabetes Mellitus). También se conoce como diabetes 





• Diabetes Mellitus de tipo II o no insulino-dependiente (NIDDM, Non-
Insulin Dependent Diabetes Mellitus). Generalmente se desarrolla en 
el periodo adulto. Es la más común y se caracteriza por una mala 
secreción de insulina y por una resistencia a la misma por fallo en los 
receptores de los tejidos periféricos y en la célula β. 
• Diabetes Mellitus gestacional, que se desarrolla durante el embarazo 
• Otros tipos de Diabetes Mellitus, que se desarrollan en el contexto de 
otras enfermedades o trastornos, o por mutaciones génicas (MODY) 
 
4.1.- DIABETES MELLITUS TIPO 1 (IDDM) 
 
 La diabetes de tipo 1, que afecta al 0.3% de la población mundial (52), está 
causada por una absoluta deficiencia en la producción de insulina como resultado de la 
destrucción de las células β pancreáticas. Puede aparecer de forma aguda durante la 
niñez, o gradualmente en el adulto (53). 
 
 Se puede decir que la IDDM es una enfermedad autoinmune, o al menos, que 
tiene un fuerte componente autoinmune, ya que los islotes presentan un infiltrado 
inflamatorio (insulitis), existe un fuerte vínculo con determinados alelos MHC (complejo 
mayor de histocompatibilidad) y existen ciertos autoanticuerpos que reaccionan con 
autoantígenos de las células de los islotes (51). 
 
La IDDM es, por lo tanto, consecuencia de la destrucción autoinmune progresiva 
de las células β pancreáticas por parte de los linfocitos T. Pero los hechos que 
desencadenan esa destrucción celular aún no se han comprendido completamente. Se 
sabe que varios autoantígenos pueden desencadenar la autoinmunidad específica contra 
las células β (54). 
 
De hecho, se han descrito tantos autoantígenos que se ha vuelto complicado 
identificar aquellos que son realmente los más importantes para el diagnóstico clínico de 
la enfermedad y los que realmente están involucrados en la respuesta autoinmune 
primaria y en el proceso autoinmune de la IDDM. Entre estos autoantígenos, 
identificados por reactividad del suero de pacientes con IDDM, se encuentran el 
sialoglicolípido (no es específico de célula β), un antígeno de 38 KDa (localizado en las 




(parecido a una molécula del virus de la rubéola), otro antígeno de 150 KDa (asociado a 
la membrana de las células β), la carboxipeptidasa H (se encuentra dentro de las 
vesículas secretoras de insulina), la proteína hsp 65, posiblemente la albúmina de suero 
bovino (BSA), las proteínas ICA12/ICA512 (también conocido como IA2) (identificadas 
dentro del islote), el receptor de insulina, la propia insulina  (el único autoantígeno 
específico de células β) o el GAD 65 (descarboxilasa del ácido glutámico; identificada en 
las células β de los islotes) (1). 
 
Pero, además, el desarrollo de la IDDM se puede asociar también a ciertos 
factores ambientales, que combinados con los factores genéticos que hacen 
susceptibles a determinados individuos (poseen ciertos alelos MHC que les hacen 
propensos a la diabetes), hacen que se desencadenen los factores inmunes necesarios 
para disparar la acción de los linfocitos T. Por ejemplo, en humanos (donde las 
moléculas MHC se conocen como HLA), existen determinados haplotipos  de HLA II (ej. 
DRB1*0302 y DQA1*0301) que hacen al individuo más propenso a sufrir IDDM. Existe 
una hipótesis que postula que, en estos individuos predispuestos genéticamente, el 
punto crítico sería la infección con un virus o un microorganismo, que dispararía la 
respuesta inmune frente a un antígeno que no es propio, pero que contiene una 
secuencia peptídica homóloga a un antígeno propio, activando así el proceso 
autoinmune contra este antígeno autólogo. Es lo que se conoce como mimetismo 
molecular. Por ejemplo, la proteína P2-C del virus Coxaquie B4 tiene una secuencia muy 
parecida a los aminoácidos 247-279 del GAD 65 (55).  
 
4.1.1.- Principales autoantígenos 
 
De todos los autoantígenos identificados, tan sólo una fracción minoritaria es 
realmente presentada al sistema inmune (55). Por lo tanto, se puede decir que existen 
tres autoantígenos principales: 
 
• GAD65 
La isoforma de 65 KDa de la descarboxilasa de ácido glutámico es uno de 
los autoantígenos principales de la IDDM. Concretamente, los epítopos 
conformacionales principales se encuentran en las porciones media y C-




Entre el 60 y el 80% de los pacientes a los que se diagnostica IDDM 
presentan autoanticuerpos frente a GAD65.  
 
• IA-2 
Es un miembro de la familia de proteínas transmembrana tirosina-fosfatasa. 
Es una proteína transmembrana que se encuentra en las vesículas 
secretoras de células tanto endocrinas como neuronales. Su función, 
probablemente, esté relacionada con la secreción de insulina. 
 El 60-70% de los pacientes diagnosticados tienen autoanticuerpos frente 
a IA-2 y a GAD65. 
 
• Insulina 
Los epítopos conformacionales principales se encuentran en la cadena B, 
principalmente. Los autoanticuerpos frente a insulina están entre los 
primeros que aparecen en el estado pre-diabético y se suelen encontrar en 
niños de corta edad. 
 Entre el 30 y el 50% de los niños diagnosticados presentan estos 
autoanticuerpos. 
 
 Estos autoanticuerpos aparecen varios meses o años antes del establecimiento 
de la enfermedad y se usan tanto para el diagnóstico, como para la clasificación de los 
pacientes de IDDM (51). Sin embargo, se ha podido comprobar que es una sola de estas 
proteínas la que determina, al menos en su mayor parte, la aparición de los 
autoanticuerpos que terminan provocando el desarrollo de la IDDM, el GAD (52). 
 
4.1.2.- Papel del GAD65 en el desarrollo de la IDDM 
 
 Se ha propuesto, por tanto, que la patogénesis de la IDDM depende de la 
respuesta autoinmune a un determinado autoantígeno (GAD65) que esta sobre-
expresado y que es presentado de forma anormal al sistema inmune debido a 
alteraciones metabólicas o a daños en el islote pancreático (53). Esta teoría se basa en 
que, debido a varias posibles causas, se produce un daño en el sistema de oxidación-
reducción mitocondrial, produciendo así un déficit de energía que afectaría directamente 
a lo que ellos denominan la “red del GABA”. Al no existir ATP suficiente para incluir el 




citoplasma, lo que provocaría una perturbación en la red de GABA, generándose una 
acumulación de glutamato (precursor del GABA, a través de su decarboxilación por el 
enzima GAD).  
  
La células β responderían al exceso de glutamato acumulado, con una sobre-
expresión del GAD, que mantendría los altos niveles de GABA requeridos para sus 
funciones energéticas y paracrinas, ya que, como luego explicaré, el GABA puede entrar 
en el ciclo de los ácidos tricarboxílicos en forma de succínico y contribuir así a la 
formación de ATP o puede incluirse en las vesículas para ser luego liberado al exterior 
de la célula β (sección 5.2).  
 
La sobre-expresión de GAD65 puede significar su sobre-exposición en la 
membrana celular, debido a que GAD65 se localiza anclado a la membrana de las 
vesículas SLMVs, y cuando estas son exocitadas, el enzima queda expuesto al exterior 
celular. Esto perturbaría la tolerancia inmunológica en aquellos individuos predispuestos 
genéticamente, iniciando una cascada de señales que podrían desembocar en la 
aparición de IDDM. 
 
Como todas las células nucleadas del organismo, las células β poseen la 
molécula MHC de tipo I, por lo que son capaces de procesar el enzima GAD, que se 
encontraría sobre-expresado. De manera que habría una presentación más eficiente de 
fragmentos del autoantígeno en la superficie celular (a través de los MHC de clase I), lo 
que supondría la activación de los linfocitos T CD8+. Por otro lado, debido a la sobre-
exposición de GAD en la membrana plasmática (como consecuencia de la elevada 
liberación del contenido de las SLMVs) se podría facilitar la captación e integración del 
enzima por los macrófagos (células presentadoras de antígeno), que se encuentran 
normalmente en el islote, y su posterior presentación a los linfocitos T CD4+ (53). Una 
vez que tanto los CD4+ como los CD8+ específicos para GAD son reclutados al islote, la 
situación es propicia para que otras células proinflamatorias lleguen al islote, generando 
una cadena de eventos que llevan a la liberación de citoquinas y a la inflamación de la 
zona (insulitis). El resultado es la muerte de las células β por mecanismos de apoptosis, 
principalmente, aunque también puede ser que la necrosis tenga algún papel en la 





Por otro lado existe un trabajo del grupo de Yoon JW y col (54) en el que se ha 
desarrollado una línea de ratones NOD (ratones diabéticos no obesos) en la que han 
sido capaces de suprimir la expresión del GAD, específicamente en células β (GAD se 
sigue expresando en cerebro), a través de la producción de ratones transgénicos con un 
transgen antisentido de GAD65 y GAD67. La supresión total de la expresión de GAD 
boquea la generación de linfocitos T diabetogénicos y  protege al islote del daño celular y 
al animal, por lo tanto, del desarrollo de la diabetes. Esto abre la posibilidad de varias 
terapias génicas que podrían, en algún futuro poner fin a la IDDM. Entre ellas, se 
encuentra la posibilidad de hacer que se expresen en el timo, antes del desarrollo del 
sistema inmune, los epítopos más inmunogénicos del GAD, de manera que el sistema 
inmune fuese tolerante al enzima y no provocase el desarrollo de la enfermedad. El 
mayor obstáculo a superar en este caso, sería la necesidad de insertar un transgen en la 
línea germinal, lo que supone hoy en día, un grave problema ético (52). 
 
4.2.- DIABETES MELLITUS TIPO 2 (NIDDM) 
 
La Diabetes Mellitus de tipo 2 (NIDDM) se suele desarrollar en la etapa adulta 
del individuo y es la forma más común de manifestación de esta enfermedad, por lo que 
se ha convertido en una epidemia a nivel mundial. De hecho, se estima que, mientras 
que en el año 2000 había 171 millones de personas con Diabetes Mellitus tipo 2, en 
2030 habrá el doble, 366 millones (56).   
 
Es el resultado de un defecto doble: existe una inadecuada secreción de insulina 
por parte de las células β y existe también una resistencia a la acción de la insulina en 
los tejidos periféricos y en las propias células β (51).  
 
El principal factor de riesgo de la NIDDM es la obesidad y la vida sedentaria. 
Pero ésta no es la causa última del desarrollo de ésta enfermedad, ya que el 
componente genético es muy importante para predisponer al paciente a sufrir diabetes.  
 
Estos individuos presentan una disregulación de las células α y β. De hecho, el 
primer signo de que la célula β falla, de que no funciona correctamente, es la pérdida 
selectiva de la primera fase de la secreción de insulina (56). Se ha especulado con que 
ese defecto de secreción en la primera fase pueda deberse a un problema en la 




anterioridad, existe una estrecha relación entre los niveles de ADP y el control de la 
liberación de los gránulos. La diabetes de tipo 2 está asociada con defectos en el 
metabolismo de la glucosa (glicólisis, metabolismo oxidativo, debido a la acumulación de 
mutaciones mitocondriales con el paso de los años…) que afectan a la generación de 
ATP a expensas del ADP. De igual manera, la obesidad, al aumentar crónicamente los 
niveles circulantes de ácidos grasos no esterificados, puede afectar a la generación de 
ATP, reduciendo el cierre de los canales de K+ATP inducido por glucosa. Si, además, la 
célula β es incapaz de reducir los niveles citoplásmicos de ADP, se afectará la secreción 
inducida por glucosa tanto en la primera fase (desencadenamiento), como en la segunda 
fase de amplificación de la señal (44). 
 
5.- ÁCIDO γ-AMINOBUTÍRICO (GABA) 
 
5.1.- UN POCO DE HISTORIA 
 
En los años 50 se descubrió, por dos grupos de investigación independientes, 
que el GABA (ácido gamma-aminobutírico) era un aminoácido presente en tejido 
cerebral. Además se pudo comprobar que era capaz de activar el metabolismo de 
proteínas en el sistema nervioso central, que afecta al comportamiento del individuo y 
que actúa como el principal neurotransmisor inhibidor (57). El GABA, mediante su acción 
a través de receptores específicos situados en las membranas de las células sobre las 
que actúa, es capaz de aumentar el flujo de iones cloruro a través de membranas 
excitables, produciendo así la hiperpolarización de las mismas e inhibiendo la liberación 
de más neurotransmisores por parte de estas células diana (58).  
 
 Posteriormente, en los años 70, Gylfe (59), en un estudio sobre la cantidad de 
aminoácidos presentes en los islotes, resalta la gran concentración que existe tanto de 
GABA, como de taurina, en los islotes de ratones ob/ob. Otros grupos como el de Gerber 
J.C. (58) o el de Taniguchi H. (60) han estudiado la presencia de GABA en tejidos no 
cerebrales. Así se ha encontrado GABA en pequeñas cantidades en pulmón, corazón, 
testículos y ovarios; en cantidades intermedias en bazo, hígado y estómago; y en 
grandes cantidades en tejidos como timo, glándula adrenal y páncreas. De hecho, 
mientras que la concentración de GABA en el SNC es de 1-10 nmol/mg, el órgano extra-
cerebral con mayor contenido de GABA es el páncreas (40 pmol/mg), y concretamente, 




pmol/mg) (58). Se ha comprobado también que en enfermedades tumorales de células β 
pancreáticas (insulinoma) el GABA se encuentra aún más concentrado (58, 60, 61). 
 
 La co-inmunolocalización de GABA e insulina en el islote pancreático de rata, 
supuso un descubrimiento importante, ya que se pudo afirmar que es precisamente en 
las células β donde está la mayor cantidad de GABA del islote (57). De hecho, en rata, la 
concentración de GABA en la célula β es 7 veces la concentración en el páncreas (2.51 
mmol/Kg vs. 18.9 mmol/Kg) (61). 
 
 En un principio, no se sabía si el GABA del islote realmente era sintetizado por él 
mismo o si, debido a la gran cantidad de terminales nerviosos que irrigan el islote, tenía 
un origen exógeno. En estudios llevados a cabo con estreptozotocina, que destruye 
específicamente las células β pancreáticas en 24 horas, y microscopía electrónica, se 
pudo demostrar que el GABA tenía un origen endógeno y no exógeno. Si se eliminan 
específicamente las células β del islote, pero los nervios siguen intactos, la disminución 
de GABA reflejaría una destrucción de células β (y con ellas, del GABA y de su 
mecanismo de formación) (58,60). Hay que sumar a estos resultados el hecho de que 
tanto en islotes de rata como en insulinomas de rata o humano, además de altas 
concentraciones de GABA, también se ha encontrado una alta actividad del enzima GAD 
(descarboxilasa del ácido glutámico), que es el encargado de metabolizar el glutamato 
en GABA (60, 61). 
 
 Lo que aún hoy en día no se ha podido resolver es el misterio que supone la 
función tanto del GAD, como del GABA en el islote pancreático, y más concretamente en 
la célula β. Existen dos teorías que no tienen por qué ser opuestas. Se ha propuesto que 
el GABA puede tener un papel importante como regulador paracrino de la secreción a 
través de su acción inhibitoria sobre las células α o δ. Pero también se ha propuesto un 
papel importante a través de su catabolismo en el shunt del GABA. 
 
5.2.- EL SHUNT DEL GABA 
 
Se llama así al conjunto de reacciones enzimáticas que comprenden el 
metabolismo del GABA, desde su formación a partir de glutamato hasta su degradación 





 A partir del ácido glutámico, la descarboxilasa del ácido glutámico (GAD) es 
capaz de producir GABA. Y este glutámico se puede sintetizar por tres vías (figura 13): 
1. Desde glutamina, a través de una glutaminasa mitocondrial, que lleva a cabo una 
desaminación. 
2. Desde α-cetoglutarato (α-KG) producido en el ciclo de los ácidos tricarboxílicos, 
que mediante la GABA transaminasa (GABA-T), se transamina con el propio 
GABA en semialdehido succínico (SSA) y glutámico. 
3. A través de la glutamato deshidrogenasa (GDH), que en una reacción inversa 
podría sintetizar la formación de glutamato desde α-cetoglutarato. En este caso, 
el origen último del glutamato, y por lo tanto del GABA, podría estar en la propia 















Figura 13: Esquema representativo del shunt del GABA. GAD: descarboxilasa del ácido 
glutámico; GABA T: GABA transaminasa; SSA: semialdehido succínico; SSA-R: SSA reductasa; 
SSA-dh: SSA deshidrogenasa; GHB: γ-hidroxibutírico; SUCC: ácido succínico; α-KG: α-
cetoglutarato; GDH: glutamato deshidrogenasa. 
 
El ácido glutámico formado pasa entonces a GABA a través del enzima GAD, y 
este GABA se transamina con α-cetoglutarato para formar glutamato y semialdehido 
succínico (SSA). El semialdehído succínico tiene dos destinos diferentes: ácido 
succínico, a través de la SSA-deshidrogenasa (oxidación del SSA) o γ-hidroxibutírico 
(GHB), a través de la SSA-reductasa (reducción del SSA) (64, 65, 66). Mediante la 
actividad SSA deshidrogenasa,  el GABA, y en último lugar la glutamina, entra en el ciclo 
de los ácidos tricarboxílicos en forma de succínico, contribuyendo así a la formación de 




humanos, por lo que se conoce bien su estructura tridimensional y su secuencia de 
aminoácidos (65). Por técnicas electroforéticas se ha determinado que la SSA reductasa 
es un enzima dimérico compuesto por dos subunidades idénticas de 56 KDa, cuyos 
sustratos fisiológicos son el semialdehído succínico, que se reduce a γ-hidroxibutírico, y 
el semialdehído del ácido malónico, que se reduce a β-alanina. A difererencia de la SSA 
deshidrogensa, que usa como cofactor el NAD+, el cofactor principal de la reductasa es 
el NADPH (64). Aunque se trata de un enzima reversible, a pH 7, el sentido principal de 
la reacción es el de formación de GHB (66). 
 
El papel del GHB es bastante interesante, y por lo tanto, también lo es el papel 
de la SSA reductasa. Se sabe que la deficiencia de SSA deshidrogenasa en el sistema 
nervioso es una enfermedad autosómica recesiva que provoca un aumento de la 
concentración de GABA, lo que termina por causar un aumento del GHB en los fluidos 
orgánicos y una γ-hidroxibutírico-aciduria orgánica que puede provocar un retraso 
mental, motor y en el desarrollo del lenguaje (64). Por este y por otros efectos 
neurofisiológicos, el GHB ha tomado importancia en los últimos años y, sobre todo, es 
interesante el estudio del posible papel de este metabolito. Se conoce la existencia de 
transportadores específicos en las membranas neuronales y  también de un sitio de 
unión específico en las mismas. Pero no existe un mecanismo definido para su posterior 
metabolismo y degradación. In vivo, el GHB se degrada gracias a que retorna a SSA a 
través de la SSA reductasa, que es capaz de funcionar en sentido contrario, aunque a 
baja velocidad, cuando el GHB alcanza concentraciones saturantes. De esta manera, 
finalmente, el GHB puede entrar en el ciclo de los ácidos tricarboxílicos a través de su 
posterior metabolización a succínico por la SSA deshidrogenasa (66).  
   
Todo esto se conoce para las células neuronales, aunque debido a la similitud 
fisiológica entre estas células y las células β, es posible que gran parte de este 
metabolismo sea aplicable a las células pancreáticas. Se han propuesto 4 posibles 
funciones del shunt del GABA en las células β (62): 
 
1. Circunvalar una parte del ciclo de los ácidos tricarboxílicos, lo que produciría una 
disminución de la producción neta de energía en un 25%. 
2. Producir GABA, que puede actuar como elemento paracrino o participar en la 




3. Constituir el camino de entrada del glutamato al ciclo de los ácidos tricarboxílicos 
para producir energía. 
4. Mantener el pool de glutamato en la célula β, ya que por cada molécula de 
GABA que se elimina por transaminación, se genera una nueva molécula de 
glutamato. 
 
Como la mayor parte de la glutamina que entra en las células se transforma en 
GABA, el metabolismo del mismo es de gran importancia. De todos los enzimas que 
participan en el shunt del GABA de los que más conocimiento se tiene son la GABA 
transaminasa y, sobre todo, el GAD. Sin embargo, otros enzimas como la SSA reductasa 
o la SSA deshidrogenasa han quedado relegados a un segundo plano y casi no hay 
datos sobre ellos (20). 
 
5.2.1.- EL SHUNT DEL GABA EN LA CÉLULA β 
 
 A través de los estudios realizados por inmunofluorescencia, se ha podido 
determinar que los principales enzimas que regulan la cantidad de GABA (GAD y GABA 
transaminasa) se encuentran en grandes concentraciones en la zona medular del islote, 
es decir, en las células β (57), pero no se han encontrado ni en células α, ni en células δ 
(62). Y más concretamente, dentro de la célula β, a diferencia de las células del tejido 
cerebral, se ha inmunolocalizado la GABA transaminasa en los compartimentos 
mitocondriales, pero no en el citoplasma (67).  Sin embargo, el  enzima GAD presenta 
diferente localización según la isoforma de la que estemos hablando. De esta manera, la 
isoforma de 67 KDa de la descarboxilasa, se encuentra más en forma citoplásmica, 
mientras que la isoforma de 65 KDa, la más abundante en el islote pancreático, se 
encuentra asociada a la membrana de las vesículas SLMV (62). Ambas proteínas son 
solubles, pero GAD65 tiene la capacidad de unirse a otras proteínas (HSC70 y CSP) 
formando un complejo que la asocie a la membrana vesicular. También presentan 
diferencias en cuanto a su activación o inactivación, porque mientras que GAD67 se ve 
activada por la calcineurina, que la defosforila, y desactivada por la proteína kinasa A, 
que la fosforila, la isoforma de 65 KDa se presenta en su forma activa cuando está 
fosforilada (68). 
 
Se ha determinado que el GABA y la insulina colocalizan en las mismas células, 




Además, se sabe que la mayor parte del GABA no se encuentra en los gránulos 
secretores de insulina, sino que está en un compartimento vesicular diferente, las SLMVs 
(62), es decir, que en principio no se libera junto a insulina. En un estudio llevado a cabo 
por el grupo de Reetz (69) se ha demostrado la colocalización de GABA y GAD en las 
SLMV, lo que apoyaría la posibilidad de que el GABA se incluyese en las vesículas 
secretoras, análogamente a lo que ocurriría en las neuronas, con el fin de actuar como 
almacén y posteriormente, poder secretar el neurotransmisor al exterior de la célula β. En 
el mismo estudio, determinan que, aunque todas las SLMVs colocalizan con GAD65, no 
todas lo hacen con GABA. En los cultivos celulares llevados a cabo, tan sólo están 
“cargadas” aquellas vesículas que se encuentran en las prolongaciones terminales, zona 
con un población especialmente rica en SLMVs, que podrían corresponderse con 
aquellas vesículas que van a ser exocitadas. 
 
5.2.2.- TRANSPORTADOR VESICULAR DE GABA 
 
La inclusión del GABA en las SLMvs se hace a costa de un gasto de ATP, ya 
que existe un transportador vesicular de aminoácidos inhibidores (VIAAT), también 
conocido como transportador vesicular de GABA (VGAT), que es el encargado de 
introducir aminoácidos como glicina o GABA en las vesículas (70) (figura 14). VGAT es 
una proteína integral de membrana que, al menos en cerebro de rata, se encuentra 
asociada al complejo que une GAD65 a la membrana vesicular. En este complejo 
también se ha podido identificar a una proteína quinasa dependiente de calmodulina 
(CaMKII). Según estas observaciones, habría una asociación funcional y estructural 
entre la síntesis y la inclusión del GABA en las vesículas. Por un lado la CaMKII podría 
activar la isoforma de 65 KDa de GAD, de manera que se sintetizaría GABA a partir de 
glutamato. Este GABA recién formado (y no el ya existente en la célula) sería 
transportado al interior vesicular a costa de la salida de protones, que han sido 
previamente incluidos en las vesículas por la acción de una ATPasa vesicular (68). Se ha 
propuesto que el GABA formado por la isoforma soluble de GAD puede ser usado, no 
para incluirse en las mebranas y consumir ATP, sino para metabolizarse en el shunt del 



































Figura 14: Representación esquemática del complejo formado por VIAAT y GAD65 en la 
membrana de las SLMVs en cerebro (68). El GAD65 formaría un complejo con CSP y HSP70 de 
manera que quedaría asociado a la membrana y a la proteína transportadora VIAAT, que es 
integral de membrana. El GABA formado, mayoritariamente por GAD67, se usaría para obtener 
energía, a través de su metabolización en el shunt del GABA. Hay evidencias de la presencia de 
VIAAT en las células β, por lo que este modelo es extrapolable al caso de las células secretoras de 
insulina.                                                              
 
En un principio, Thomas-Reetz y col (71) establecieron la existencia de un 
transportador vesicular de GABA que se valía de un gradiente de protones para incluir el 
neurotransmisor en las SLMVs de las células β. Pero no fueron capaces de identificar 
esta actividad en las células α. Sin embargo, posteriormente, el grupo de Chessler SD y 
col (70) fueron capaces de identificar esta molécula en las SLMVs de células α, 
mayoritariamente, siendo la expresión en células β muy minoritaria. Posteriormente, el 
grupo de Hayashi M y col (72) confirmó la presencia del transportador en células α, pero 
descartó su presencia en las células β. Por esta razón, propusieron que la entrada de 
GABA que se da en las SLMVs de las células β, que está regulada por el gradiente de 
protones, se debía a otra molécula distinta al VIAAT, pero que también era regulada por 
ATP. Sin embargo, en el año 2004 se publicó un estudio de Gammelsaeter R y coll (73) 




VIAAT tanto en las SLMVs como en los gránulos de secreción de las células α y de las 
células β. En este caso, debido al diferente patrón de expresión de los dos aminoácidos 
que son sustrato de este transportador, GABA y glicina, en los dos tipos celulares, 
establecieron que, ya que en las células α abunda la glicina, ésta compite con el GABA 
por el transportador y es finalmente empaquetada en las SLMVs y en los gránulos de 
secreción. Sin embargo, como en las células β abunda el GABA, pero no la glicina, es el 
GABA el que se empaqueta en las SLMVs. De esta manera, se propone que además de 
que el GABA tenga importancia en el funcionamiento del islote, la glicina liberada de las 
células α junto al glucagón, también pueda tener un papel importante como elemento 
paracrino y autocrino. Finalmente, Suckow y col (74) en un estudio reciente, y tras usar 
una serie de anticuerpos dirigidos frente a diferentes epítopos localizados en las 
regiones N-terminal o C-terminal del VIAAT, han sido capaces de identificar el 
transportador en las células β. Concretamente, han identificado una de las dos isoformas 
que han sido detectadas dentro del islote. Se ha descrito la existencia de una forma de 
57 KDa y otra de 52 KDa, que sería la variante truncada en el extremo N-terminal, 
resultado de la utilización de un sitio alternativo para el comienzo de la traducción. La 
variante de 57 KDa, y no la de 52 KDa, ha sido detectada en células INS 1 (linea tumoral 
de células β de rata), por lo que se ha establecido un modelo en el que las células α 
expresarían la variante de 52 KDa, que debido a la no existencia del extremo N-terminal, 
podría dirigirse mejor a los gránulos de secreción en vez de a las SLMVs. La variante de 
57 KDa, por lo tanto, sería la expresada en células β, donde sería capaz de asociarse a 
GAD65 y formar un complejo unido a la membrana de las SLMVs. 
 
5.3.- TEORÍA DE LA ACCIÓN PARACRINA FRENTE A LA TEORIA DEL 
CATABOLISMO DEL GABA 
 
La función del GABA en el páncreas no ha sido aún claramente definida. Se le 
atribuyen acciones inhibidoras de la respuesta inmune e inflamatoria a nivel local, ya que 
se ha podido identificar el receptor GABAA en linfocitos (75). También se ha propuesto 
que pueda tener alguna función como regulador autocrino de las propias células β (76), 
aunque este efecto no se ha podido comprobar en todos los modelos estudiados (77). 
Igualmente, se ha propuesto un papel importante como regulador paracrino de la 
secreción de hormonas en las células vecinas del islote (75). A favor de esta última 




las sustancias en ellas disueltas, desde las células β, situadas en la zona central del 



























Figura 15: Esquema de la posible acción del GABA fuera de la célula β. Es posible que 
ejerza un efecto supresor de la respuesta inmune local, a través de los receptores GABAA de los 
linfocitos. También puede inhibir la secreción de glucagón a través de los receptores GABAA de las 
células α (acción paracrina) o puede autorregular la propia secreción de insulina (acción 
autocrina). (GS: gránulo de secreción). 
 
La teoría de la acción paracrina se basa en que el GABA pueda tener un papel 
importante, una vez liberado de la célula β, sobre las células secretoras de glucagón y 
somatostatina (77). Se ha demostrado la presencia de receptores ionotrópicos (GABAA) 
en la superficie de células α (78). De esta manera, el GABA liberado por las células β 
podría actuar sobre estos receptores GABAA provocando una entrada del ión Cl- y 
produciendo así la hiperpolarización de las células e inhibiendo la liberación de glucagón 
(79, 80, 81) (figura 15). Estudios recientes también sugieren la presencia de receptores 
metabotrópicos (GABAB) en el islote pancreático. De hecho, se ha descrito un agonista 
de este receptor que es capaz de inhibir tanto la secreción de insulina, como el aumento 
de calcio citoplásmico en la célula β (78, 76). 
 
El efecto de la glucosa sobre la liberación de GABA es un tema controvertido, ya 
que según algunos autores, la glucosa aumentaría la liberación de GABA y según otros, 




ratón en cultivo, donde se registra, por HPLC, un aumento de la liberación de GABA en 
respuesta a una exposición prolongada a glucosa (81). Pero este tipo celular (βTC6) no 
es un buen modelo, ya que incluso la respuesta a glucosa está alterada (82). 
Adicionalmente, hay estudios que demuestran una liberación del GABA de las SLMVs 
tras una despolarización de la membrana celular o como consecuencia de un aumento 
de la concentración de calcio intracelular. Dichos estudios proponen que hay dos 
mecanismos de exocitosis paralelos, la liberación de insulina y la liberación de GABA (5-
10 veces menor que la liberación de insulina), que llegarían incluso a compartir los 
mismos sensores de calcio. Sugieren también que aunque la liberación de GABA 
pudiese estar estimulada por la entrada de glucosa en la célula, estaría separada 
temporalmente de la secreción de insulina (79, 80, 76). Las SLMVs estarían separadas 
en dos grupos según su cinética de liberación. Las habría de liberación rápida, que 
responden a los primeros pulsos de despolarización. Y las habría de liberación lenta, que 
constituyen el pool de reserva. Las SLMVs son más pequeñas que los gránulos de 
insulina y además acumulan GABA por transporte activo, es decir, consumiendo ATP 
(80). 
 
Sin embargo, el tema no deja de ser controvertido, porque el mismo grupo de 
investigación, que en trabajos previos había descartado la presencia de GABA en los 
gránulos de secreción de insulina (LDCV), ha publicado dos estudios, en 2006 (50) y en 
2007 (83), en los que confirman la presencia de GABA también en un 15% estos 
compartimentos celulares. Braun M y col  (83) afirman que la liberación de GABA por 
parte de las LDCVs supone más del 75% de todo el GABA liberado por la célula β. 
Aseguran que pequeñas moléculas como el ATP o el GABA, que se encuentran junto a 
la insulina en los LDCVs, son liberadas a través de los pequeños poros de fusión que se 
generan durante los procesos de “kiss-and-run” y pueden ejercer una importante 
influencia en la regulación paracrina y autocrina de la secreción de hormonas 
pancreáticas. El pequeño tamaño del poro de fusión sería el elemento regulador de la 
secreción de estas moléculas. El ATP o el GABA sí serían exocitados, mientras que la 
insulina, al no caber por el poro, no podría ser liberada. También se ha propuesto que, 
adicionalmente a esta exocitosis vesicular de GABA, existe una liberación basal de 
GABA, que tampoco asocian a la exocitosis de las SLMVs, y que además es 
independiente de glucosa. La existencia de ambas vias de liberación, la vesicular y la no 




modulación tanto de la excitabilidad basal de las células de los islotes, como en la 
respuesta a la estimulación por parte de la glucosa.  
 
A favor de la segunda hipótesis, se han publicado varios estudios en los que se 
comprueba que la glucosa disminuye la liberación de GABA al exterior celular (77, 75,  
84). Se ha propuesto que sea el balance entre formación y catabolismo del GABA lo que 
determine la tasa de liberación del mismo. Tanto en presencia de glutamina exógena 
como de glucosa, se obtiene el glutamato necesario para que el enzima GAD lo 
decarboxile a GABA. Además, la glucosa generaría, en el ciclo de los ácidos 
tricarboxílicos, el α-cetoglutarato necesario para que la GABA-T desaminase el GABA a 
semialdehído succínico (la GABA-T ha sido inmunolocalizada en las mitocondrias de las 
células β (67)). Posteriormente, el semialdehído succínico se transformaría en succínico 
y entraría así en el ciclo de Krebs. Es decir, que el metabolismo de la glucosa dirigiría 
parte del GABA hacia su catabolismo mitocondrial, reduciendo así el GABA disponible 
para ser liberado (75, 84).   
 
En un principio, se puede descartar que esta maquinaria de degradación del 
GABA exista en otras células del islote, ya que tanto las células α como las células δ 
carecen de GABA transaminasa (67). Esto descartaría, por lo tanto, que el GABA fuese 
captado desde el espacio intercelular para su posterior metabolización en estas células, 
aunque no descarta la posible acción paracrina a través de los receptores ionotrópicos 
GABAA.  
 
6.- OTROS SECRETAGOGOS 
 
Además de la glucosa, hay otras sustancias que son capaces de inducir la 
secreción de insulina en las células β. Hay estudios realizados acerca de la capacidad 
secretagogade determinados aminoácidos como la leucina o la valina (85, 86) o de 
ciertos cetoácidos, como el α-cetoisocaproico (KIC) o el α-cetocaproico (KC) (87, 88) o 
de sustancias como la glutamina, que en combinación con otros metabolitos, son 
capaces de inducir la secreción de insulina (89, 90, 91, 20). Existen también sustancias 
análogas a las anteriores, que carecen de efecto alguno sobre la secreción de insulina. 
Es el caso del aminoácido norleucina, el cetoácido α-cetoisovalérico (KIV) o el mismo 





Por otro lado, la curva de secreción de insulina frente a glucosa que se da en 
rata y en humano es igualmente bifásica, aunque la que se da en ratones es monofásica. 
Maechler y col (63), en un trabajo reciente explican que ésta diferencia se debe a la 
menor expresión de GDH (glutamato deshidrogenasa) en ratones. Asumen que la GDH 
trabaja en el sentido de producción de glutamato. Al entrar la glucosa en la célula habría 
un primer aumento de energía que produciría el primer pico de secreción, tanto en ratas 
como en ratones. Posteriormente, el α-KG se transformaría en glutamato, favoreciendo 
así la aparición del segundo pico, en el caso de las ratas. En el caso de los ratones, con 
una expresión mucho menor del enzima GDH, esta segunda fase no aparecería. Por lo 
tanto, proponen que el glutamato sea un factor potenciador, más que activador de la 
secreción de insulina. Esta hipótesis está en consonancia con la propuesta en 1999 por 
el mismo grupo, en la que se postulaba que el glutamato podría ser el mensajero 
mitocondrial que asociase el metabolismo celular con la secreción de insulina (18). Esta 
teoría ha sido ampliamente rebatida en los años posteriores a su publicación, ya que 
aunque la GDH sí es capaz de actuar en el sentido de producción de glutamato, en 
condiciones fisiológicas, la dirección predominante es la de oxidación del glutamato (86). 
 
Por otro lado, tanto la leucina, como su producto desaminado, el KIC, son 
estimuladores de la secreción de insulina, aunque no parecen compartir los mismos 
mecanismos. Mientras que el KIC es capaz de generar una curva bifásica de insulina, la 
leucina, por sí sola, unicamente es capaz de inducir una secreción monofásica (87). Sin 
embargo, si se estimulan los islotes con una combinación de leucina y glutamina, la 
curva sí es, entonces, bifásica (20). Otros cetoácidos como el KIV, o su producto 
aminado, la valina, son incapaces de desencadenar la secreción de insulina (92). 
 
Se sabe que las tasas de oxidación del KIC y de la glucosa son del mismo orden, 
y que son superiores a las de otras sustancias secretagogas, como el KMV (2-ceto-metil-
valérico), y no secretagogas, como el KIV (87). Tanto el KIC como el KC, el KMV 
(potentes secretagogos, del orden del KIC) o la glucosa deben, entonces, compartir 
algún mecanismo común para activar la secreción de insulina. Este hecho llevó a sugerir 
la “hipótesis del combustible”, que supone que es secretagogo cualquier nutriente capaz 
de producir suficiente energía como para activar la secreción de insulina. Pero esta 
hipótesis tiene restricciones, y es que no vale cualquier aporte de energía. Sólo serían 
secretagogos los que superasen el umbral necesario para poder iniciar la liberación de 




por la que la glutamina por sí sola no activa la secreción. Sin embargo, al trabajar junto a 
KIC o junto a leucina, potencia el efecto de los anteriores, aumentando así el aporte de 
energía. 
 
Tanto para Malaisse (89, 90) como para Lenzen (88, 91, 92), la clave de todo el 
mecanismo de secreción se encuentra en el α-cetoglutarato (α-KG). Existe una 
transaminasa de aminoácidos de cadena ramificada que metaboliza el KIC a leucina o el 
KC a norleucina usando glutamato y produciendo α-cetoglutarato. De esta manera, 
contribuyen al aumento de las reservas de α-KG disponible en la célula. Por su parte, la 
leucina recién formada, es capaz de activar alostéricamente a la GDH, que transforma el 
glutamato aún disponible en más α-KG. Si se administra glutamina junto a KIC, la 
secreción de insulina se dispara, ya que aumenta el glutamato disponible para oxidarse a 
α-KG a través de la GDH. Por otro lado, la leucina recién formada se transaminaría otra 
vez a KIC, consumiendo así α-KG, aunque este consumo se vería compensado por el 
aporte de la GDH. En el caso del KC, la norleucina no puede activar la GDH, pero es que 
tampoco se puede transaminar, porque se trata de un aminoácido lineal, que no es 
sustrato de la transaminasa de aminoácidos ramificados. Es decir, que la norleucina ni 
genera, ni consume α-cetoglutarato, por lo que su producto desaminado, el KC sí es 
secretagogo. El KIV, sin embargo, como al transaminarse produce valina, que no puede 
activar a la GDH, pero sí volver a transaminarse y consumir α-KG, no es secretagogo, ya 
que disminuye la cantidad neta de α-cetoglutarato en la célula. La diferencia entre los 
diferentes α-cetoácidos secretagogos estaría entonces en si se produce, o no, un 
rendimiento neto positivo en la producción de α-KG, y en si el aminoácido generado por 
la transaminasa de aminoácidos ramificados a partir de los diferentes cetoácidos, es 
capaz, o no, de activar la GDH (92). 
 
En contra de estas teorías que afirman que el KIC sólo ejerce su efecto 
indirectamente a través de la leucina, surgen estudios como los del grupo de Matchinsky 
(85, 86), que intentan demostrar que el KIC es independiente de la leucina y de su efecto 
sobre la GDH, que actúan por mecanismos distintos. La GDH se activa por la leucina y 
por ADP y se inhibe por GTP y ATP. Estas condiciones inhibidoras se dan cuando hay 
altas concentraciones de glucosa. De hecho, se sabe que aunque el KIC es capaz de 
activar la secreción de insulina tanto a altas, como a bajas concentraciones de glucosa, 
la leucina tan sólo lo hace a bajas concentraciones de glucosa. Por eso, proponen que la 




cuando la célula β no está expuesta a altas concentraciones de glucosa. Cuando la 
concentración de glucosa es alta y ésta se metaboliza, se genera GTP, que inhibe el 
enzima GDH e imposibilita la acción de la leucina (85, 86). Sin embargo, el efecto del 
KIC, no se ve inhibido por altas cantidades de glucosa, por lo que proponen que ejerce 
su efecto a través de una combinación de su transaminación a leucina, la consiguiente 
generación de α-cetoglutarato y su propio catabolismo (existe una deshidrogenasa de 
cetoácidos ramificados que cataboliza el KIC hacia acetil coenzima A), aunque la 
oxidación de KIC no se considera importante para la activación de la secreción de 
insulina (porque existen aminoácidos como la valina o la isoleucina, que no son 
secretagogos, y que se oxidan con más eficiencia que el KIC) (85). De hecho, se ha 
podido demostrar que el KIC, por sí solo, es incapaz de generar un aumento de la 
producción de ATP en la mitocondria (93), lo que descarta la posibilidad de que sea a 
través de su metabolismo, como estimule la secreción de insulina. Esto haría necesario 
que el KIC se transaminase y produjese α-cetoglutarato, para que pueda ejercer su 
efecto sobre la secreción de insulina (94). 
 
Tanto el KIC como la leucina son metabolizados intramitocondrialmente. La 
leucina pasa a través de los transportadores L independientes de calcio. Y el KIC pasa 
por difusión pasiva en un simporte con protones. Esta salida de protones, provoca una 
alcalinización citoplasmática inicial (95). Tanto el KIC como la glucosa manifiestan un 
efecto bifásico sobre el pH intracelular. La célula, en un primer momento se alcaliniza 
(por el consumo mitocondrial de protones, debido al metabolismo de los dos 
compuestos) y posteriormente se acidifica (debido al aumento de la concentración de 
calcio intracelular, que provocará la exocitosis de los gránulos de insulina) (95, 96). 
 
Igualmente importante es el hecho de que los cetoácidos, al igual que la glucosa, 
son capaces de hacer disminuir las cantidades intracelulares de GABA. Estudios acerca 
de este efecto han podido constatar que esta disminución no se debe a un aumento de 
su liberación, por lo que se apuesta por un aumento de su metabolismo. De hecho, la 
inhibición del GAD por el derivado metabolizado de la alilglicina (que detiene la 
producción de GABA a partir de glutamato) es capaz de potenciar la secreción de 
insulina que, ya por sí sola, desencadena la glucosa. En el estudio del efecto de los 
cetoácidos sobre otro enzima importante del “shunt del GABA”, la GABA transaminasa, 
los resultados son más difíciles de explicar. Los cetoácidos secretagogos inhiben el 




con mayor poder secretagogo son los que menor efecto inhibitorio tienen sobre este 
enzima. De manera, que la menor inhibición de la GABA transaminasa, se reflejaría en 













































Dada la importancia que parece tener el GABA en la secreción de insulina, y ante la 
no determinación exacta de su papel en el interior de las células β, hemos 
desarrollado como objetivo general de esta tesis el estudio del sistema GABAérgico 
en los islotes pancreáticos de rata y, más concretamente, su relación con el 
mecanismo de secreción de insulina. Para ello hemos desarrollado una serie de 
objetivos: 
 
1. Rastreo de la expresión génica, en islotes, de los enzimas que sustentan el 
shunt del GABA y que aún no han sido explorados: GABA transaminasa, 
semialdehído succínico deshidrogenasa y semialdehído succínico reductasa. 
 
2. Determinación de la proporción de expresión del gen de la semialdehído 
succínico reductasa frente al de la semialdehído succínico deshidrogenasa, de 
manera que nos aporte información sobre el posible destino metabólico del 
GABA. 
 
3. Estudio de la actividad enzimática de estos dos enzimas que metabolizan el 
semialdehído succínico. Caracterización en islotes y comparación con un tejido 
en el que abunde el sistema GABAérgico (cerebelo) y otro típicamente 
energético (hígado).  
 
4. Estudio de la implicación del metabolismo del GABA en el mecanismo de 
secreción de insulina estimulado por nutrientes secretagogos: Modificaciones 
inducidas por glucosa y ácido cetoisocaproico. 
 
5. Estudio de elevaciones controladas de la concentración intracelular de GABA 
utilizando precursores permeables sobre el mecanismo de secreción de insulina. 
 
6. Caracterización de la liberación insular de GABA: exocitosis versus transporte. 
Identificación de GAD65 y VIAAT, proteínas asociadas con vesículas de 
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1.- DISECCIÓN DE TEJIDOS Y OBTENCIÓN DE LAS MUESTRAS 
 
 Se emplearon ratas Wistar macho de unos 275 g que fueron sacrificadas por 
decapitación 1 hora después de ser inyectadas con una solución de pilocarpina (48 
mg/Kg de peso). Según el tipo de tejido se procedió a su disección: 
 
A.- ISLOTES  
 
Los islotes se aíslan del páncreas de ratas macho Wistar por digestión con 
colagenasa P (actividad = 28.5 U) (Roche Diagnostics S.L. – Barcelona). Se divide el 
páncreas, aislado y troceado, en 2 ó 3 fracciones de 0.5 ml cada una (según el 
rendimiento final de islotes que se necesita para cada experimento). Se diluye cada 
fracción hasta 5 ml, con solución Hanks (137 mM NaCl, 5.36 mM KCl, 0.34 mM 
Na2HPO4, 0.44 mM KH2PO4, 0.81 mM MgSO4, 300 mM glucosa, 1.25 mM CaCl2; pH 
7.35, ajustado con NaHCO3 al 8.4%) y se digiere esta preparación durante 3 minutos a 
37ºC, en agitación, con colagenasa a una concentración de 28.5 U/5 ml, lo que, en 
función del lote de colagenasa, varía entre 6.5 ó 7.5 mg de colagenasa en 5 ml. Se 
mezclan las fracciones y, tras varios lavados, se aíslan los islotes en una lupa (Stemi 
SV6, Zeiss), diluyendo pequeñas fracciones del extracto digerido de páncreas en Hanks 
limpio, en una placa Petri de 6 cm de diámetro. Posteriormente, con una pipeta manual y 
artesanal, que nos permite seleccionar uno a uno los islotes, los vamos separando de los 
restos de exocrino digerido por la colagenasa. De esta manera, finalmente, tenemos 
islotes libres de exocrino y totalmente funcionales, ya que la cápsula que contiene a las 
células secretoras endocrinas se mantiene intacta.  
 
Experimentos fisiológicos y metabólicos 
Se trabaja con los islotes íntegros aislados de la manera anteriormente explicada 
y se procede a agruparlos y someterlos a diferentes condiciones experimentales según 
sea requerido por cada experimento concreto. 
 
Actividad enzimática 
En este caso es necesario usar un gran número de islotes, por lo que será 
preciso mezclar islotes procedentes de 2-3 ratas. Se lisan entonces 1200-1600 islotes, 
en 200 µl del tampón de lisis correspondiente para cada actividad (Tabla 1), en un 
sonicador Branson 450: 4 ciclos de 10 pulsos cada uno a una intensidad de 1 y con una 
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frecuencia del 10 %. Se centrifugan ahora esos 200 µl que contienen el lisado de islotes, 
a 4ºC durante 30 minutos a 42100 rpm (141500 g) para precipitar los fragmentos de 
membrana. El lisado se centrifuga en tubos de policarbonato de 1 ml de capacidad (Ref. 
355657, Beckman), que precisan de adaptadores hechos a medida (taller de la facultad 
de físicas, UCM, Madrid) para el rotor 100.Ti de Beckman (ultracentrífuga OptimaTM L-
100 XP, Beckman Coulter). Se recupera el sobrenadante, donde están las proteínas 
solubilizadas. 
 
Tabla 1: Tampones de lisis empleados para las distintas actividades enzimáticas. Triton X-
100: Ref. X-100, Sigma. 
 
Extracción de RNA 
En el caso de la extracción de RNA, se congelan rápidamente los islotes en hielo 
seco, se pesa el tejido congelado para tener un control posterior de la cantidad de 




Se disecciona el cerebelo y se selecciona la parte central (125 mg 
aproximadamente), desechando los extremos de los dos hemisferios.  
 
Actividad enzimática 
En el caso de la medida de las actividades enzimáticas, se añade el tampón de 
lisis correspondiente a cada actividad enzimática (Tabla 1), de manera que la 
concentración final sea de 250 mg tejido fresco/ml. Se sonica 4 ciclos de 10 pulsos cada 
uno a una intensidad de 4 y con una frecuencia del 50%. El volumen final se pipetea a 
 
ACTIVIDAD 







Na2HPO4 50 mM, 
EDTA 2 mM, pH=7.2 
KH2PO4 10 mM, 
EDTA 2 mM, pH=7.8 
KH2PO4 10 mM, 
EGTA 0.5 mM, pH=7.2 
Leupeptina 60 µM 60 µM 60 µM 
Aprotinina 0.0188 TIU/ml 0.0188 TIU/ml 0.0188 TIU/ml 
PMSF 2 mM 2 mM 2 mM 
β-mercaptoetanol 10 mM 10 mM 10 mM 
TRITON X-100 0.5 % -- 0.5 % 
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tubos de policarbonato (Nº 355657, Beckman) y se centrifuga durante 30 minutos, 42100 
rpm y a 4ºC en una ultracentrífuga OptimaTM L-100 XP (Beckman Coulter) (Rotor: 
100.Ti). El sobrenadante se mantiene a 4ºC hasta el momento de llevar a cabo los 
experimentos. 
  
Extracción de RNA 
En el caso de la extracción de RNA, se congela rápidamente el tejido en hielo 








Se añade el tampón de lisis para cada actividad enzimática (Tabla 1), de manera 
que la concentración final sea de 250 mg tejido fresco/ml. Se sonica 4 ciclos de 10 
pulsos cada uno a una intensidad de 4 y con una frecuencia del 50%. El volumen final se 
pipetea a tubos de policarbonato (Nº 355657, Beckman) y se centrifuga durante 30 
minutos, 42100 rpm y a 4ºC en una ultracentrífuga OptimaTM L-100 XP (Beckman 
Coulter) (Rotor: 100.Ti). El sobrenadante se mantiene a 4ºC hasta el momento de llevar 
a cabo los experimentos. 
 
Extracción de RNA 
En el caso de la extracción de RNA, se congela rápidamente el tejido en hielo 
seco, se pesa y se mantiene a -80ºC hasta el momento de su utilización. 
 
2.- ACTIVIDADES ENZIMÁTICAS  
 
2.1.- VALORACIÓN ESPECTROFOTOMÉTRICA 
 
Se han valorado 4 tipos diferentes de actividades enzimáticas: la actividad 
semialdehído succínico deshidrogenasa (SSA-dh), la actividad semialdehído succínico 
reductasa (SSA-R), la actividad succínico deshidrogenasa (SUCC-dh) y la actividad α-
cetoglutarato deshidrogenasa (α-KG-dh). Las cuatro actividades se han valorado por un 
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método espectrofotométrico (espectrofotómetro UVIKON XL, Secoman, Francia). En el 
caso de las actividades SSA-dh, SSA-R y 2-KG-dh, el método está basado en la 
capacidad del NAD(P)H de absorber luz a una longitud de onda de 340 nm. En el caso 
de la succínico deshidrogenasa, el complejo mitocondrial II, el método de detección se 
basa en la capacidad que tiene el DCPIP (2,6-dicloro-fenol-indo-fenol) de disminuir su 
absorción a 600 nm cuando es reducido en la cadena respiratoria (figura 16) (98). 
 
En el caso de las cuatro actividades enzimáticas se probó el efecto, tanto 
positivo como negativo, que pudiesen tener diferentes sustancias secretagogas y no 
secretagogas, tales como leucina (Leu), α-ceto-iso-caproico (KIC), valina (Val), α-ceto-
iso-valérico (KIV), α-ceto-metil-valérico (KMV), α-ceto-butírico (KB), taurina (Tau), 
isobutírico (IB), 3-hidroxibutírico (3-OH-BUT), 2-hidroxibutírico (2-OH-BUT) o la 
gabaculina (GABACUL). Todos ellos se añadieron en el tampón de trabajo empleado 
para cada actividad enzimática, de manera que la concentración final alcanzada fuese 5 
mM. 
  
Figura 16: Complejo mitocondrial II (succinato:ubiquinona oxidorecuctasa). A) 
representación de las cuatro subunidades del complejo y la via de transmisión de electrones. B) 
Esquema del método usado para valorar la actividad de la succínico deshidrogenasa. El succinato 
es el donador de electrones y el DCPIP es el receptor (98). 
 
 Para calcular las actividades enzimáticas se usaron los coeficientes de 
extinción molar tanto del NADH a 340 nm (6.22 mmol-1.cm-1), como del DCPIP a 600 nm 
(21 mmol-1.cm-1). 
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A.- ACTIVIDAD SEMIALDEHÍDO SUCCÍNICO DESHIDROGENASA 
 
  Se extrae y se lisa el tejido que se quiera valorar como ha sido explicado 
anteriormente en un tampón Na2HPO4 50 mM, EDTA 2 mM (pH 7.2) con los inhibidores 
de proteasas correspondientes (leupeptina 60 µM, aprotinina 0.0188 TIU/ml, PMSF 2 
mM), β-mercaptoetanol 10 mM, para mantener las condiciones reductoras, y TRITON X-
100 0.5%, para favorecer la extracción de las proteínas de membrana. 
  
Tras lisar y centrifugar el tejido (véase apartado 1), se mantiene el sobrenadante 
a 4ºC hasta el momento en que sea valorada la actividad enzimática.  
 
 En una cubeta semi-micro de cuarzo se añade el homogenado del tejido 
que se quiera valorar (25 µl para islotes o 12,5 µl para cerebelo e hígado), 
posteriormente se añade el buffer específico para medir la actividad SSA-dh (470 µl para 
islotes o 482.5 µl para cerebelo e hígado): tampón Na2HPO4 50 mM, EDTA 2 mM (pH 
7.2), β-mercaptoetanol 5 mM, oxamato 2 mM, para inhibir la lactato deshidrogenasa, 
rotenona 5 µM, para inhibir el complejo I mitocondrial, TRITON X-100 0.5% y BSA 5 
mg/ml. Además lleva el cofactor específico de la reacción: NAD+ (1.01 mM; en la cubeta 
quedará a una concentración final de 1 mM), que se reducirá en la reacción a NADH, 
produciendo un aumento de la absorbancia a 340 nm (66, 99, 100). 
 
 Se deja estabilizar la reacción durante 2 minutos a 37ºC (dentro del 
espectrofotómetro). Posteriormente se añaden 5 µl de semialdehído succínico (SSA) 20 
mM, de manera que la concentración final será 0.2 mM. Se agita y se registra la 
variación positiva de la absorbancia a 340 nm durante 5 minutos. 
 
 
B.- ACTIVIDAD SEMIALDEHÍDO SUCCÍNICO REDUCTASA 
 
  Se extrae y se lisa el tejido que se quiera valorar como ha sido explicado 
anteriormente en un tampón Na2HPO4 50 mM, EDTA 2 mM (pH 7.2) con los inhibidores 
de proteasas correspondientes (leupeptina 60 µM, aprotinina 0.0188 TIU/ml, PMSF 2 
mM), β-mercaptoetanol 10 mM, para mantener las condiciones reductoras, y TRITON X-
100 0.5%, para favorecer la extracción de las proteínas de membrana. 
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 Tras lisar y centrifugar el tejido (véase apartado 1), se mantiene el 
sobrenadante a 4ºC hasta el momento en que sea valorada la actividad enzimática.  
 
 En una cubeta semi-micro de cuarzo se añade el homogenado del tejido 
que se quiera valorar (25 µl para islotes o 12,5 µl para cerebelo e hígado), 
posteriormente se añade el buffer específico para medir la actividad SSA-R (470 µl para 
islotes o 482.5 µl para cerebelo e hígado): tampón Na2HPO4 50 mM, EDTA 2 mM (pH 
7.2), β-mercaptoetanol 5 mM, oxamato 2 mM, rotenona 5 µM, TRITON X-100 0.5% y 
BSA 5 mg/ml. Además lleva el cofactor específico de la reacción: NADPH (53.2 µM; en la 
cubeta quedará a una concentración final de 50 µM), que se oxidará por la SSA-R a 
NADP+, produciendo una disminución de la absorbancia a 340 nm (66, 99, 100). 
 
Se deja estabilizar la reacción durante 2 minutos a 37ºC (dentro del 
espectrofotómetro). Posteriormente se añaden 5 µl de semialdehído succínico (SSA) 20 
mM, de manera que la concentración final será 0.2 mM. Se agita y se registra la 
variación negativa de la absorbancia a 340 nm durante 5 minutos. 
 
C.- ACTIVIDAD α-CETOGLUTARATO DESHIDROGENASA 
 
  Se extrae y se lisa el tejido que se quiera valorar como ha sido explicado 
anteriormente en un tampón KH2PO4 50 mM, EGTA 0.5 mM (pH 7.2) con los inhibidores 
de proteasas correspondientes (leupeptina 60 µM, aprotinina 0.0188 TIU/ml, PMSF 2 
mM), β-mercaptoetanol 10 mM, para mantener las condiciones reductoras, y TRITON X-
100 0.5%, para favorecer la extracción de las proteínas de membrana, ya que se trata de 
una proteína mitocondrial. 
 
 Tras lisar y centrifugar el tejido (véase apartado 1), se mantiene el 
sobrenadante a 4ºC hasta el momento en que sea valorada la actividad enzimática. 
 
 En una cubeta semi-micro de cuarzo se añade el homogenado del tejido que se 
quiera valorar (25 µl para islotes y cerebelo o 12,5 µl para hígado), posteriormente se 
añade el buffer específico para medir la actividad α-KG-dh (470 µl para islotes o cerebelo 
y  482.5 µl para hígado): tampón KH2PO4 50 mM, EGTA 0.5 mM (pH 7.2), oxamato 2 
mM, rotenona 4 µM, coenzima A 0.5 mM -como cofactor-, TPP (tiamina difosfato) 0.3 mM 
-también como cofactor-, DTT (ditiotreitol) 2.5 mM -como agente reductor-, CaCl2 0.8 
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mM, MgCl2 1mM y BSA 5 mg/ml. Además lleva el cofactor específico de la reacción: 
NAD+ (2.5 mM), que se reducirá formando NADH, produciendo un aumento de la 
absorbancia a 340 nm (101, 102, 103).  
 
Se deja estabilizar la reacción durante 2 minutos a 37ºC (dentro del 
espectrofotómetro). Posteriormente se añaden 5 µl de α-cetoglutarato (α-KG) 0.5 M, de 
manera que la concentración final será 5 mM. Se agita y se registra la variación positiva 
de la absorbancia a 340 nm durante 5 minutos. 
 
D.- ACTIVIDAD SUCCÍNICO DESHIDROGENASA 
 
Se extrae y se lisa el tejido que se quiera valorar como ha sido explicado 
anteriormente en un tampón KH2PO4 50 mM, EDTA 2 mM (pH 7.8) con los inhibidores de 
proteasas correspondientes (leupeptina 60 µM, aprotinina 0.0188 TIU/ml, PMSF 2 mM) y 
β-mercaptoetanol 10 mM, para mantener las condiciones reductoras. 
 
 Tras lisar y centrifugar el tejido (véase apartado 1), se mantiene el 
sobrenadante a 4ºC hasta el momento en que sea valorada la actividad enzimática.  
 
En una cubeta semi-micro de cuarzo se añade el homogenado del tejido que se 
quiera valorar (25 µl para islotes y cerebelo o 10 µl para hígado), posteriormente se 
añade el buffer específico para medir la actividad SSA-R (470 µl para islotes o cerebelo y  
485 µl para hígado): tampón KH2PO4 50 mM, EDTA 2 mM (pH 7.8), rotenona 4 µM, ATP 
0.2 mM como cofactor, DCPIP 80 µM como aceptor de electrones y BSA 5 mg/ml (99, 
104).  
 
Se deja estabilizar la reacción durante 12 minutos a 37ºC (dentro del 
espectrofotómetro). Posteriormente se añaden 5 µl de succínico 1 M, de manera que la 
concentración final será 100 mM. Se agita y se registra la variación negativa de la 
absorbancia a 340 nm, durante 4 minutos. 
 
2.2.- VALORACIÓN FLUORIMÉTRICA 
 
 Aprovechando la capacidad fluorescente del NAD(P)H, y su elevada 
sensibilidad respecto a sus propiedades espectrofotométricas, se valoraron también las 
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actividades semialdehído succínico deshidrogenasa (SSA-dh), semialdehído succínico 
reductasa (SSA-R) y α-cetoglutarato deshidrogenasa (α-KG-dh). La metodología se 
desarrolló a partir de la usada para la técnica espectrofotométrica, pero a diferencia de 
esta, estas valoraciones se llevaron a cabo en una microplaca para fluorescencia 
(Costar®, Corning Incoporated), que fue medida en un lector de microplacas (Varioskan 
de Thermo Electron Corporation).  
 
 Las concentraciones de los diferentes tejidos fueron las mismas y se 
usaron los mismos tampones de lisis y los mismos tampones específicos para cada 
actividad enzimática. También se ensayó el efecto de diferentes secretagogos en estas 





A.- ACTIVIDAD SEMIALDEHÍDO SUCCÍNICO DESHIDROGENASA 
 
 Se añaden 12.5 µl del lisado de cerebelo o 25 µl del lisado de islotes a 
235 µl del tampón de trabajo que contiene NAD+ 1 mM y, en su caso, las sustancias de 
las que quisimos comprobar su efecto inhibitorio o potenciador (KB, KMV o KIC, todas 
ellas 50  mM).  
  
Se introduce la placa en el lector de microplacas, se agita y se deja estabilizar a 
37ºC durante 3 minutos. Posteriormente se añaden 2.5 µl del SSA 20 mM y se registra la 
variación de fluorescencia durante 10 minutos o hasta que la reacción se satura. 
 
 Para poder interpretar los resultados, es necesario interpolar las RFU 
(unidades de fluorescencia relativas) en una recta patrón de NADPH, en este caso. La 















B.- ACTIVIDAD SEMIALDEHÍDO SUCCÍNICO REDUCTASA 
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 Se añaden 12.5 µl del lisado de cerebelo o 25 µl del lisado de islotes a 
235 µl del tampón de trabajo que contiene NADPH 50 µM y, en su caso, las sustancias 
de las que quisimos comprobar su efecto inhibitorio o potenciador (KB, KMV o KIC, todas 
ellas 50  mM).  
 
 Se introduce la placa en el lector de microplacas, se agita y se deja 
estabilizar a 37ºC durante 3 minutos. Posteriormente se añaden 2.5 µl del SSA 20 mM y 
se registra la variación de fluorescencia durante 10 minutos o hasta que la reacción se 
satura. 
 
 Para poder interpretar los resultados, es necesario interpolar las RFU 
(unidades de fluorescencia relativas) en una recta patrón de NADPH, en este caso. La 















C.- ACTIVIDAD α-CETOGLUTARATO DESHIDROGENASA 
 
 Se añaden 12.5 µl del lisado de cerebelo o 25 µl del lisado de islotes a 
235 µl del tampón de trabajo que contiene NAD+ 2.5 mM y, en su caso, las sustancias de 
las que quisimos comprobar su efecto inhibitorio o potenciador (KB, KMV o KIC, todas 
ellas 50 mM).  
 
 Se introduce la placa en el lector de microplacas, se agita y se deja 
estabilizar a 37ºC durante 3 minutos. Posteriormente se añaden 2.5 µl del SSA 20 mM y 
se registra la variación de fluorescencia durante 10 minutos o hasta que la reacción se 
satura. 
 
 Para poder interpretar los resultados, es necesario interpolar las RFU 
(unidades de fluorescencia relativas) en una recta patrón de NADH, en este caso. La 
ecuación de conversión utilizada para el NADH es la siguiente: 
 
















3.- RADIOINMUNOENSAYO (RIA) 
 
A.- MARCAJE Y PURIFICACIÓN DE LA INSULINA RADIOYODADA 
 
Para marcar (o radioyodar) la insulina porcina que usaremos como trazador 
radioactivo, se empleó la técnica de Hunter y GreenWood, basada en la oxidación del 
yoduro radiactivo a yodo atómico mediante la acción de la cloramina T. El yodo atómico 
se introduce en uno de los carbonos del anillo bencénico de alguno de los cuatro restos 
de tirosina de la cadena A (residuos 14 y 19) o B (residuos 16 y 26) de la molécula de 
insulina. 
 
Tras 30 segundos, se detiene la acción oxidante de la cloramina T por la adición 
de metabisulfito sódico y yoduro potásico frío. La insulina marcada se separa de los 
demás productos de la reacción mediante cromatografía de filtración en gel (Bio-Gel® 
P10, Bio-Rad Laboratorios, Inc). 
 




25 µl Tampón fosfato 0.5 M pH 7.5 
5 µl Insulina porcina 1 µg/µl (en HCl 0.03N) 
10 µl Cloramina T trihidrato 0.24 % (en tampón fosfato 0.5 M pH 7.5) 
10 µl Preparación comercial de 125I Na(generalmente, 1m Ci/10 µl) 
 
Se agita durante 30 segundos, tras los cuales se añaden 100 µl de yoduro 
potásico al 1% (en tampón fosfato 0.05 M) y 100 µl de albúmina bovina (BSA) al 20 % en 
tampón glicina 0.2 M pH 8.8. 
 
Posteriormente, es necesario comprobar el porcentaje de incorporación del 125I. 
Para ello, se precipitan proteínas con ácido tricloroacético (TCA) al 20 %: 




Se mezclan 5 µl de la anterior mezcla de radioyodación con 5 ml de tampón 
glicina 0.2 M, de manera que la emisión producida se ajusta a 30000-50000 cpm en un 
volumen medido de 100 µl (contador gamma Wizar 1470 Automatic Gamma Counter; 
Perkin Elmer). De esta nueva mezcla ya diluída se pipetean, en triplicado, 100 µl. Se 
añaden 100 µl de la solución BSA 10% y 800 µl de tampón glicina 0.2 M. Se mezcla y se 
añade 1 ml de TCA al 20%. Se mantiene la mezcla 15 minutos a 4ºC y, posteriormente, 
se centrifuga a 3000 rpm durante 10 minutos. Se aspira el sobrenadante y se mide la 
emisión radiactiva del precipitado. 
 
Si comparamos ahora la emisión del precipitado de proteínas marcadas (100 µl 
de la mezcla) con la emisión de la mezcla de radioyodación diluída (100 µl), puede 













Entonces, la actividad específica de la nueva hormona marcada será: 
 
µginsulina





La insulina porcina marcada y ya caracterizada se separa del resto de la mezcla 
de radioyodación por cromatografía de filtración en Bio-Gel® P-10 (diámetro de partícula 
45-90 µm, en húmedo) hidratado en tampón glicina 0.2 M pH 8.8 y desgasificado durante 
toda la noche, mediante vacío. Se monta en una columna de cromatografía de 1.5 cm de 
diámetro, por 30 cm de altura (Pharmacia Fine Chemicals). En primer lugar, se pasa por 
la columna una alícuota de 200 µl de BSA 20%, para evitar la adhesión de la hormona 
marcada al vidrio de la columna. Se eluye con tampón glicina 0.2 M, pH 8.8. 
Posteriormente, se transfiere a la columna toda la mezcla de radioyodación y se eluye 
también con el tampón glicina. Se recogen fracciones de 1 ml (17 gotas) en un colector 
LKB, modelo 7000 Ultrarac. Se cuenta la radiactividad de cada tubo en un contador 
BIOSCAN/QC-2000 (figura 17A). Se seleccionan las fracciones que contienen la insulina 
inmunológicamente activa (normalmente, fracciones 21-26) y se les añaden 100 µl de 
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BSA al 20 %. De estas fracciones se seleccionan 5 µl y se vuelve a valorar su emisión 
fluorescente en un contador gamma (Wizar 1470 Automatic Gamma Counter; Perkin 
Elmer). De una de ellas, se reserva el volumen necesario para cada experimento, según 
las condiciones posteriormente detalladas. 
 
Todas las fracciones inmunológicamente activas se conservan congeladas y son 
las que se utilizarán para posteriores purificaciones, ya que es necesario purificar la 
hormona cada vez que se va a llevar a cabo un radioinmunoensayo. Con estas 
fracciones se procederá de igual manera. Se cargará en la columna un volumen 
procedente de las anteriores fracciones, que contenga el doble de las cuentas que se 
van a necesitar en cada experimento concreto (dependerá de las muestras a valorar). Se 
eluirá también con tampón glicina 0.2 M (figura 17B). Las fracciones aquí separadas se 






























Fraccion I BFraccion II
 
Figura 17: Cromatograma obtenido al purificar la mezcla de radioyodación (A) ó una de las 
fracciones obtenidas de la fracción II de esta mezcla inicial (B). La fracción I corresponde a la 
insulina degradada. La fracción II, a la insulina inmunológicamente activa. Habría una fracción II 
posterior  (del mililitro 35 al 45), que correspondería al 125I no incorporado a la insulina porcina. 
 
B.- RADIOINMUNOENSAYO (RIA) 
 
• MUESTRA 
Se trabaja siempre con un volumen de muestra de 50 µl, que tras la adición de la 
hormona y del anticuerpo, se alcanzará un volumen final de 500 µl.  
 
Según la condición experimental, será necesario hacer una dilución inicial de la 
muestra, que puede variar desde 1/2, hasta 1/1000. Todas ellas se llevarán a cabo en 
buffer glicina 0.2 M, pH 8.8, suplementado con BSA al 0.25%. 






 A cada una de las muestras que se deseen valorar será necesario añadir 250 µl 
de tampón glicina 0.2 M pH 8.8, suplementado con BSA al 0.25%, que deben contener 
10000 cpm de insulina marcada. Por lo tanto, será necesario añadir tanta insulina 
marcada purificada como sea necesario para conseguir una actividad de 40000 cpm/ml 
en el volumen preparado para el número de muestras de cada experimento. 
 
• ANTICUERPO 
El suero GP-12 frente a insulina fue donado por el Dr. Janove Shelin del 
Departamento de Biología Celular Médica de la Universidad de Umeå (Suecia). A la 
dilución usada (1/400000) es capaz de combinar aproximadamente el 80% de la 125I-
Insulina, en ausencia de insulina fría. 
 
A cada muestra se le añaden 200 µl del anticuerpo. Dado que el volumen de 
incubación final es 500 µl, se está diluyendo al anticuerpo 2.5 veces, por lo que la 
solución de anticuerpo que hay que preparar debe estar 2.5 veces más concentrada que 
la dilución final (1/400000). Por lo tanto, es necesario prepararla a una dilución 1/160000 
en tampón glicina 0.2 M pH 8.8, suplementado con BSA 0.25%. 
 
• CURVA ESTÁNDAR 
La curva estándar nos permitirá calcular la relación entre 125I-Insulina ligada al 
anticuerpo y la insulina fría total presente en las muestras. La curva estándar es una 
serie de concentraciones conocidas de insulina de rata (ref. 8013K, Linco Research, Inc) 
que se harán reaccionar con el anticuerpo en presencia de una cantidad constante de 
insulina radioyodada. Se añaden, por triplicado, 50 µl de cada una de las 
concentraciones de insulina de rata: 10 ng/ml, 5 ng/ml, 2 ng/ml, 1 ng/ml, 0.5 ng/ml, 0.2 
ng/ml, 0.1 ng/ml y 50 µl del tampón glicina 0.2 M pH 8.8 (suplementado con BSA 0.25%), 
que actuará como cero. A todos ellos se les añadirán 200 µl del anticuerpo y 250 µl de la 
125I-Insulina. 
 
Además es preciso preparar también un triplicado de la actividad total (AT), para 
lo que es necesario añadir a cada tubo 250 µl de la 125I-Insulina. Nos servirá para 
conocer la cantidad real de insulina marcada que se ha añadido a cada tubo. 
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También es necesario un triplicado del blanco (B): 250 µl del tampón glicina 0.2 
M, pH 8.8, BSA 0.25% y 250 µl de 125I-Insulina. Su función es la de valorar la eficacia del 
método de separación. 
 
Adicionalmente, se preparan también tres tubos “referencia”, que sirven para 
determinar la reproducibilidad del ensayo, ya que se ponen 50 µl de una solución de 






• SEPARACIÓN DE LA INSULINA LIBRE DE LA LIGADA AL 
ANTICUERPO 
Se utiliza carbón activo (Charcoal), que adsorbe la insulina libre, dejando en 
solución el complejo antígeno-anticuerpo. Se prepara una suspensión de charcoal-
dextrano (3 % de charcoal (ref. 05120, Fluka) y 0.25% de dextrano T-70 (ref. 17-0280-01, 
Amersham Pharmacia Biotech AB, Sweden) en tampón glicina 0.2 M pH 8.8) y se 
añaden 250 µl a cada tubo, a excepción de los rotulados como AT. 
Se mantienen a 4ºC durante 45 minutos, tras lo cual se centrifugan a 3000 rpm 
durante 10 minutos. Posteriormente, se elimina el sobrenadante y se mide la 
radioactividad en un contador gamma (Wizar 1470 Automatic Gamma Counter; Perkin 
Elmer). 
 
• CÁLCULO DE LA CURVA ESTANDAR 
La versión de Rodbard de ajuste logístico de 4 parámetros ha demostrado ser un 
modelo satisfactorio para el ajuste de la curva estándar. Se trata de una función 
matemática semi-empírica que corrige las limitaciones de la transformación Logia-Log, 
que es uno de los métodos que mayor atención ha suscitado a la hora de representar 
datos de radioinmunoensayo. En la versión de Rodbard se emplean todos los datos 
experimentales disponibles para la estimulación de la respuesta a dosis cero (Fo) y a 
dosis infinita (NSF) (Figura 18). 
 
 
LAS MUESTRAS O ESTÁNDARES DEBEN DEJARSE INCUBANDO 
CON EL ANTICUERPO Y LA 125I-INSULINA DURANTE 2 DÍAS 



















       
Y = variable dependiente (respuesta en 
cpm) 
X = variable independiente (dosis) 
A = respuesta a dosis cero (F0) 
B = pendiente de la curva 
C = ED50 (valor de x que origina una 
respuesta que es la mitad entra A yD) 













Figura 18: Curva estándar de insulina. Ajuste siguiendo el modelo logístico de Rodbard. La 
insulina libre es absorbida por el charcoal-dextrano y precipita. La hormona unida al anticuerpo 
queda en suspensión y es eliminada tras la centrifugación de la mezcla. Por lo tanto, lo que se 
valora es la emisión radiactiva (cpm) de la insulina libre. 
 
C.- MEDIDA DE LA SECRECIÓN DE INSULINA  
 
Se hacen 3 grupos de 10 islotes, por cada condición experimental y rata, que se 
incuban, a 37ºC durante 1 hora, en 1 ml de medio Krebs-Ringer bicarbonato (KRBH) 
(115 mM NaCl, 4.7 mM KCl, 2.56 mM CaCl2, 1.2 mM KH2PO4, 1.2 mM MgSO4) (Krebs-
Ringer tamponado con NaHCO3 0.5 mM y Hepes 20 mM y suplementado con 0.5% (w/v) 
de albúmina (Albumin, fraction V fatty acid free. Ref. 10775835001, Roche Diagnostics, 
USA)) específicamente suplementado (glucosa, cetoácidos, inhibidores metabólicos, 
etc.) para cada experimento.  
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Posteriormente, se retiran 800 µl del medio de incubación y con ello, diluído 
adecuadamente para cada situación, se lleva a cabo una determinación de la cantidad 
de insulina secretada mediante radioinmunoensayo.  
 
Según la condición experimental, es necesario llevar a cabo distintas diluciones. 
Así, por ejemplo, si se trabaja con glucosa 0 mM o con glucosa 5 mM, no es necesaria 
ninguna dilución. Si se trabaja con glucosa 10 mM, la dilución será 1/10. Si es glucosa 20 




D.- MEDIDA DEL CONTENIDO DE INSULINA 
 
 A cada grupo de 20 islotes se le añaden 100 µl de etanol 77%-HCl 1% y se 
conservan a -20ºC hasta el momento de llevar a cabo la medida radiométrica. Para 





 De cada rata se aíslan dos grupos de 40 islotes cada uno. Se colocan en las 
cámaras de perifusión, que están provistas de 2 mallas de nylon, una inferior, sobre la 
que se depositan los islotes, y otra superior, que impide que los islotes salgan de la 
cámara (figura 4). Cada grupo se expone a una condición diferente, una control y la otra 
con la condición experimental que corresponda a cada experimento. 
 







Figura 19: Esquema de la cámara de perifusión, delimitada por dos membranas de nylon. 
Las flechas indican la dirección del medio (KRBH) que va a perifundir un grupo de 40 islotes. 
 
Los islotes son perifundidos por Krebs-Ringer bicarbonato (KRBH), durante un 
total de 95 minutos a una temperatura constante de 37ºC. Se somete a los islotes a un 
flujo constante de 0.5 ml/min. Durante los primeros 45 minutos se les expone a las 
condiciones basales de experimentación, lo que permite que se estabilizen. De este 
periodo tan sólo se recogen fracciones de 0.5 ml durante los últimos 15 minutos. 
Transcurrido este periodo de estabilización, se hace que pase, por la cámara de 
perifusión, KRBH con las condiciones control o experimental, según se trate del grupo 
control o del experimental. De este periodo se recogen fracciones de 0.5 ml durante los 
30 minutos que constituyen el periodo de estimulación. Finalmente, se vuelve a someter 
a los islotes a un flujo constante del medio basal, para recuperar así las condiciones 
iniciales. Durante 25 minutos se siguen recogiendo fracciones de este último medio 










Figura 20: Esquema de la perifusión. Se representan los tres periodos marcados por el cambio 
de medio que perifunde a los islotes. Se representan en los cuadros naranjas los periodos de 
tiempo durante los que se recogen fracciones de 0.5 ml, es decir, el medio perifundido cada 
minuto. 




De las alícuotas recogidas cada minuto, se selecciona una fracción de 50 µl, que 
posteriormente será medida por radioinmunoensayo. 
 
5.- MEDIDA DE AMINOÁCIDOS 
 
 Los islotes se agrupan en tres grupos de 30 islotes por rata y se incuban durante 
1 hora, a 37ºC, en 70 µl del medio correspondiente en cada caso. Transcurrido ese 
tiempo se reservan 50 µl de ese medio de incubación o se elimina totalmente, en función 
de que se quiera estudiar la liberación o sólo el contenido. En cualquier caso, 
posteriormente, se lavan los islotes 2 veces con PBS y se les añaden 50 µl de 
sulfosalicílico al 35% (p/v) (Ref. S-2130, Sigma). Se mantienen 24 horas a 4ºC y después 
se congelan. 
 
Las determinaciones fueron realizadas en el laboratorio del Dr. Rafael Martín del 
Río, en el Departamento de Investigación del Hospital Ramón y Cajal. Se separaron 
entre 12 y 14 α-aminoácidos (dependiendo de si se midieron o no L-leucina y β-alanina) 
presentes en islotes pancreáticos. Se separaron por HPLC en una columna C18 de fase 
reversa y se cuantifican por fluorescencia, previa derivatización con o-ftaladialdehido 
(OPA). 
 
6.- WESTERN BLOTTING: INMUNOTRANSFERENCIA 
 
A.- PREPARACIÓN DEL TEJIDO 
 
 Como las proteínas que estamos buscando son proteínas ancladas a la 
membrana celular, como es el caso del GAD65, o son proteínas integrales de 
membrana, como es el caso del transportador VIAAT, es necesario usar un tampón de 
lisis que además de preservar intactas las proteínas, sea capaz de extraerlas de las 
membranas. Por eso usamos un tampón RIPA, que está compuesto por: PBS 1% (v/v), 
NP-40 1% (v/v), deoxicolato sódico 0.5% (p/v), SDS  0.1%(p/v) y PMSF 1 mM. 
 
 Por cada 200 mg de tejido se añade 1 ml del tampón y por cada 2200 islotes se 
añaden 200 µl. Los homogenados se incuban en hielo durante 2 horas sonicando la 
muestra cada 20 minutos (10 pulsos a una intensidad de 1 para islotes o de 4 para 
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cerebelo. Y con una frecuencia del 10 % para islotes o del 50% para cerebelo) 
(sonicador Branson 450). Se centrifuga a 4ºC durante 30 minutos a 40000 rpm para 
precipitar los fragmentos de membrana. Se recupera el sobrenadante donde están las 
proteínas solubilizadas, tanto las citoplasmáticas como las anteriormente integradas en 
membrana. El extracto se alícuota y se mantiene a -70ºC tras valorar el contenido 
proteico (descrito posteriormente). 
 
 Antes de llevar a cabo la electroforesis (primer paso de separación del Western 
blotting) es necesario diluir las muestras para que no se sobrepasen los 30-35 µg de 
tejido total en los 20 µl de muestra “preparada” que se aplicarán (teniendo en cuenta que 
un tercio de ese volumen se corresponde con el tampón de aplicación).  Por lo tanto, de 
los 20 µl que se cargan en el gel, 2/3 corresponden a la muestra (13.33 µl), cuya 
concentración no debe sobrepasar los 2.6 µg/µl (35 µg/13.33 µl). El 1/3 restante del 
volumen que se aplica en el gel corresponde al tampón de carga, que se prepara 3 
veces concentrado: 
 Tampón Tris–HCl 180 mM, pH 6.8 
 Glicerol al 30 % (v/v) 
 Azul de bromofenol al 0.15 % (p/v) 
 SDS al 2% (p/v) (Ref. L-4390, Sigma) 
 β-mercaptoetanol al 6% (v/v) 
 
 
B.- SEPARACIÓN E IDENTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS 
 
 Partiendo de una solución inicial de acrilamida al 30% (p/v) y bisacrilamida al 
0.8% (p/v) (30% acrilylamide/bis 37.5:1. Ref. 161-0158. Bio-Rad laboratorios, Inc), se 
prepara un gel separador al 10% (pH 8.8) sobre el que se prepara otro gel concentrante 
al 4% (pH 6.8) (tabla 2). 
 
4 ml120 µl240 µl2610 µl40 µl460 µl---530 µl
Vol. totalAPSTEMED 5%H2OSDS 10%Tris pH 6.8Tris pH 8.8Sol. A(2º) Gel
concentrante
10 ml300 µl150 µl2370 µl100 µl---3750 µl3330 µl
Vol. totalAPSTEMED 5%H2OSDS 10%Tris pH 6.8Tris pH 8.8Sol. A(1º) Gel
separador
 
Tabla 2: Volúmenes que hay que añadir para preparar dos geles completos. En primer lugar, 
se deja polimerizar el gel separador. Previamente, se añade un pequeño volumen de isopropanol 
Material y métodos 
 
100 
para conseguir alinear el frente. Una vez polimerizado, se elimina por sucesivos lavados con agua 
Milli-Q. El gel concentrante es necesario añadirlo en exceso, de manera que, al insertar el peine 
que servirá de molde para los pocillos, no quede ninguna burbuja de aire. Las soluciones a las que 
se hace referencia en la tabla son las siguientes: 
- Solución A: acrilamida al 30 % (p/v) y bisacrilamida al 0.8 % (p/v) en agua destilada 
- Solución B: Tris 1.0 M, pH 8.8. 
- Solución C: Tris 1.0 M, pH 6.8 
- Persulfato amónico (APS): 15 mg/ml en agua destilada. Se prepara en el momento y es 
un agente generador de radicales libres 
- TEMED: (tetrametiletilendiamina) catalizador de la reacción de polimerización 
 
Cuando hayan polimerizado, se montan en el sistema de electroforesis Mini-
PROTEAN 3 (Bio-Rad Laboratorios, Inc) y se establece el amperaje a 50 mA (25 mA/gel) 
(fuente de alimentación Power PacTM 3000 Power Supply, Bio-rad Laboratorios, Inc). Se 
dejan correr los geles a 4ºC durante 45 minutos, hasta que el frente de Azul de 
Bromofenol salga del gel, lo que nos permite que se separen bien todas las bandas que 
componen el patrón coloreado de pesos moleculares (Precision Plus ProteinTM All Blue 
Standard, Ref. 161-0373, Bio-Rad Laboratorios, Inc). Para llevar a cabo la separación 
electroforética se usa el tampón de electroforesis (Tris 25 mM pH 8.3, glicina 200 mM, y 
0.1% (p/v) SDS). 
 
 Posteriormente se monta el “sándwich” para la transferencia de proteínas a la 
membrana de PVDF, previamente hidratada en metanol (1 minuto), lavada en agua Milli-
Q (2 minutos) y equilibrada, al menos durante 15 minutos, en el tampón de transferencia. 
Se transfiere a 4ºC durante 2 horas a 125 V constantes ó durante 30 minutos a 350 mA 
constantes. El tampón empleado ahora es el de transferencia (Tris 25 mM pH 8.3, glicina 
192 mM y metanol al 20% (v/v) (Methanol gradient HPLC grade. Ref. ME03062500, 
Scharlau Chemie. SA)). 
 
 Se introduce la membrana en solución de bloqueo (leche en polvo desnatada 
Central Lechera Asturiana no suplementada) al 5% y azida sódica (Ref. K15481588, 
Merck) al 0.1% en TBS) y se deja durante toda la noche a 4ºC ó durante 90 minutos a 
37ºC.  
 
 Si se ha bloqueado a 37ºC, se incuban las membranas con los anticuerpos 
primarios durante toda la noche. Si, por el contario, se han bloqueado toda la noche, es a 
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la mañana siguiente cuando se incuban las membranas durante 2 horas a temperatura 
ambiente, con los dos anticuerpos primarios, uno monoclonal frente a β-actina (Ref. 
A5316, Sigma) - que se usará como referencia y como control de una buena 
transferencia y de un correcto funcionamiento de la inmuno-detección – y el otro 
policlonal, frente a GAD65/67 (Ref. AB1511. Chemicon Internacional). En el caso de la 
detección de VIAAT, se usaron dos anticuerpos distintos, que están dirigidos frente a 
distintos péptidos de una misma molécula. Por un lado, se usó un anticuerpo de 
Chemicon (Ref. AB5855) que está dirigido frente a un péptido de 17 aminoácidos de la 
región C-terminal, y está hecho en cabra. Y por otro lado, se usó un anticuerpo fabricado 
por el Dr. Bruno Gasnier del Instituto de Biología Físico-Química de Paris (Francia) que 
está dirigido frente a un péptido de 127 aminoácidos de la región N-terminal y está hecho 
en conejo blanco New Zealand (105, 106).  
 
Tras 4 lavados de 10 minutos con TBS con Tween-20 (Ref. P-9416, Sigma) al 
0.1%, se lleva a cabo la incubación, durante 1 hora, con el anticuerpo secundario 
específico para cada especie. Pero en nuestro caso, como para cada inmunodetección 
incubamos la misma membrana con dos anticuerpos frente a moléculas distintas (β-
actina y la proteína de estudio en cada caso), que han sido inducidos en especies 
distintas, hemos usado la proteína A de la membrana de Staphilococcus Aureus, unida al 
enzima HRP (Horseradish peroxidase, peroxidasa de rábano picante). La proteína A 
tiene la propiedad de unirse a la fracción constante de las isoformas IgG e IgM de, 
prácticamente, todas las especies animales. En este caso, la dilución de proteína A 
(1/5000) no se prepara en solución de bloqueo, ya que contiene azida sódica, que es un 
inhibidor del enzima HRP. Por lo tanto, la dilución de la proteína A se lleva a cabo en 
TBS-Tween 0.1%. Tras la hora de incubación, se realizan 4 lavados de 10 minutos con 
TBS-Tween 0.1% 
 
 El revelado se lleva a cabo con el kit comercial de Amersham Bioscience para 
HRP: Amersham ECLTM Western Blotting Analysis System (Ref:RPN 2109, GE 
Healthcare UK) , según las indicaciones del fabricante. Se incuban las membranas, 
durante 1 minuto, con la mezcla de reactivos A + B (1:1). Transcurrido ese tiempo, se 
elimina el líquido revelador por completo y se expone, en oscuridad, la membrana, ahora 
quimioluminiscente, frente a una película fotográfica (CURIX RP2 PLUS. Medical X-Ray 
Film. Ref: ENKMV 100 NIF, de 18x24 cm. AGFA) durante un periodo de tiempo que varía 
entre 5 y 20 minutos según la proteína a detectar. 






 Se utilizaron ratas Albino Wistar de 250 g, que fueron anestesiadas con 
una mezcla de quetamina (90 mg/Kg, i.p.), xylazina (10 mg/Kg, i.p.) y atropina (0.05 
mg/Kg s.c.). 
 
 Se realizó una perifusión intracardiaca según el siguiente protocolo: 
lavado con 100 ml de tampón fosfato (PBS 0.12M, pH 7.4), seguido de fijación en 
paraformaldehído 4%-glutaraldehído 0.5% en PBS. Las muestras de tejido pancreático 
permanecieron en el mismo fijador empleado para la perifusión durante 12 horas y, 
posteriormente, se lavaron durante 24 horas en PBS. 
 
 La deshidratación se realizó en etanol a concentraciones crecientes, 
hasta etanol absoluto. Se aclaró el tejido en butanol 2 veces, durante 2 horas, y 1 vez, 
durante 48 horas. A continuación se realizó la inclusión en parafina, según los 
procedimientos convencionales. Se realizaron cortes de tejido de 6 µm y se montaron las 
secciones en portaobjetos recubiertos de 2-aminopropil trietoxisilano y se secaron a 37ºC 
durante 24 horas. 
 
 El desparafinado se realizó en xilol (3 veces, 10 minutos) y la 
deshidratación tuvo lugar en etanol a concentraciones decrecientes hasta llegar a agua 
Milli-Q: 
• Etanol 100%  5 minutos 
• Etanol 90%  5 minutos 
• Etanol 80%  5 minutos 
• Etanol 70%  5 minutos 
• Milli-Q  varios cambios 
 
La recuperación de la antigenicidad se realizó mediante calor, por el siguiente 
procedimiento: calentado en olla express durante 2 minutos a máxima presión. 
Enfriamiento rápido en la olla (bajo el chorro de agua). Reposo de las muestras en el 
tampón citrato, con la olla cerrada, durante 10 minutos, y con la olla abierta durante otros 
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10 minutos. Lavar los cortes rápidamente en agua Milli-Q y, posteriormente, en TBS pH 
7.5, 2 veces, durante 5 minutos. 
 
Para bloquear las reacciones inespecíficas se llevó a cabo una preincubación de 
30 minutos en una solución de suero normal de burro al 3% (NDS) adicionado con Triton 
X-100 al 0.05%, en TBS pH 7.5 (TBS-NDS-T). 
 
Posteriormente se incubaron los cortes, toda la noche, a 4ºC,  con el anticuerpo 
primario. El anticuerpo frente a VIAAT (Chemicon. Ref: AB5855) se preparó a una 
dilución 1:1000 en TBS-NDT-T, previamente diluido 1:9.  
 
Se lavaron las secciones con TBS, 3 veces, durante 10 minutos y se incubaron 
con el anticuerpo secundario anti-cobaya (Zymed) que se vende listo para usarse. Tras 
una hora de incubación a 4ºC, se lavaron las secciones con TBS 3 veces, 10 minutos. 
 
La incubación con el complejo avidina-biotina-fosfatasa alcalina (ABC-AP, Dako) 
se realizó en TBS pH 7.6, durante 30 minutos, a temperatura ambiente. Posteriormente, 
se lavaron las secciones, otra vez, 3 veces, 10 minutos. 
 
El revelado de la actividad fosfatasa alcalina se realizó mediante la incubación de 
las secciones en sustrato para fosfatasa alcalina (AP-red, Zymed), preparado según las 
indicaciones del fabricante, durante 30 minutos. Se lavaron las secciones con TBS pH 
7.6, 2 veces, durante 5 minutos y, posteriormente, se realizó un lavado con agua Milli-Q. 
El montaje de las preparaciones se realizó en medio acuoso. 
 
8.-VALORACIÓN DE PROTEÍNAS 
 
 Según el medio en el que se lisen los tejidos, el método de detección, 
aún siendo un Lowry para todos los casos, varía. Así, si se trata de muestras disueltas 
en un tampón que contenga detergentes y agentes reductores (como es el caso de las 
muestras en las que se midió actividad enzimática o para Western Blotting) se usa un kit 
de Bio-Rad para eliminar estos agentes: RC-DC Protein Assay (Ref. 500-0122). Si por el 
contrario, no existen estos agentes en la muestra, sino que se han tratado con 
sulfosalicílico al 35% (como es el caso de las muestras en las que se midieron 
aminoácidos) se usa un método casero basado en la misma técnica. 




A.- MUESTRAS PARA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA O WESTERN BLOTTING 
  
Se modificaron las recomendaciones del fabricante para ajustarlo a las 
cantidades necesarias para llevarlo a cabo en microplaca de 96 pocillos.  
 
 Se prepara un patrón de albúmina que varíe desde 0.2 mg/ml hasta 1.5 
mg/ml. Y por otro lado, se diluyen las muestras según su naturaleza (islotes 1/6; cerebelo 
1/100; hígado 1/100). Se muestrean 5 µl de cada, se añaden 25 µl del reactivo RCI del 
kit de Bio-Rad, se agita y se deja reposar un minuto a temperatura ambiente. Luego se 
añaden 25 µl del reactivo RCII del kit, se agita y se centrifuga la placa a 5000 g durante 
15 minutos. Se elimina el sobrenadante con los agentes reductores, se deja secar y se 
añaden 25 µl del reactivo A’, se agita y se deja incubar 5 minutos a temperatura 
ambiente para que el precipitado se disuelva. Se vuelve a agitar la placa y se añaden 
200 µl del reactivo B, agitando inmediatamente. Se deja incubar a temperatura ambiente 
durante 15 minutos y se lee la absorbancia a 750 nm, antes de que haya transcurrido 1 
hora, en el lector de microplacas Varioskan de Thermo Electron Corporation. Tras medir, 
se confecciona una recta patrón de BSA y se interpolan en ella las muestras. 
 
B.- MUESTRAS PARA MEDIDA DE AMINOÁCIDOS 
 
 La técnica consta de dos pasos, separados por una incubación a 4ºC 
durante 24 horas. Igual que en el caso anterior, se prepara un patrón de albúmina que 
varíe desde 0.2 mg/ml hasta 1.5 mg/ml. Las muestras no hay que diluirlas en este caso. 
Se pipetean 15 µl de la muestra o del patrón en la microplaca. Se añaden 300 µl de TCA 
25% (p/v) para precipitar las proteínas. Se mantiene a 4ºC durante 15 minutos y se 
centrifuga 15 minutos a 5000 g a 4ºC. Se retira el sobrenadante para eliminar el 
sulfosalicílico. Se deja secar totalmente y se añaden 50 µl de NaOH 0.2M y se deja 24 





 Al día siguiente, se prepararan las dos soluciones siguientes: 
MEZCLA A MEZCLA B 
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49 vols de NaOH 0.2 M 1 vol agua 
49 vols Carbonato sódico 
(NaCO3) 4% 
1 vol reactivo de Folin 
(4ºC) 
1 vol Tartrato Na+/K+ 2% 
1 vol sulfato cobre (CuSO4) 1% 
 
 
Y se sigue el siguiente protocolo: 
1. Por cada 50 µl de muestra, se añaden 200 µl de reactivo A 
2. Mantener 10 minutos a tª ambiente 
3. Añadir 25 µl de reactivo B a cada uno 
4. Agitar rápidamente 
5. Esperar 30 minutos 
 
Después, se mide a 750 nm en el lector de microplacas Varioskan de Thermo 
Electron Corporation. Se confecciona la recta patrón de BSA y se interpolan en ella las 
muestras. 
 
9.- RT-PCR A TIEMPO REAL 
 
A.- EXTRACCIÓN DEL RNA  
 
Según el tejido del que se parta, es necesario usar unas condiciones específicas. 
En el caso de trabajar con islotes o con hígado, que son tejidos con un bajo contenido 
lipídico, no son necesarias unas condiciones especiales, por lo que se utiliza el kit de 
extracción de Qiagen para pequeñas cantidades de tejido, RNeasy® Mini Kit (Ref. 
74104). Este kit elimina la extracción con fenol:cloroformo, basandose en la capacidad 
de unir RNA que poseen unas membranas de silica-gel. Bajo unas determinadas 
condiciones de hidrofobicidad, combinadas con velocidad que aporta la centrifugación, 
se asegura la unión RNA-membrana.  
 
Sin embargo, como el cerebelo es un tejido rico en lípidos es necesario introducir 
una modificación al método anterior. Es necesario añadir el paso de extracción con 
fenol:cloroformo al procedimiento. 
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En los dos casos, se siguen las indicaciones del fabricante, lisando los tejidos en 
buffer RT (islotes e hígado) o en QIAzol (Ref. 50979306. Qiagen) (cerebelo). Tras añadir 
etanol, se centrifuga, quedando así el RNA unido a la membrana. Se lava para eliminar 
restos de sales y se eliminan todos los restos de etanol que pudiesen quedar, para poder 
finalmente eluir el RNA en 30 µl de agua libre de RNAsas. 
 
B.- RETROTRANSCRIPCIÓN DEL RNA 
 
 Primero es necesario valorar la cantidad de RNA que se ha eluído en el paso 
anterior. Para ello se diluyen 2 µl del RNA recién extraído en 50 µl de agua Milli Q 
autoclavada (ya que el agua tratada con DEPC puede causar interferencias en la 
medida) y se miden en cubetas UVette® (Ref. 952 01 005-1. Eppendorf), que son 
especiales para pequeños volúmenes y libres de RNA, DNA y proteínas. Se usa un 
espectrofotómetro de Eppendorf (Eppendorf BioPhotometer). 
 
Se valora la concentración de RNA a través del valor de absorbancia a 260 nm, 
pero también su pureza, su contenido en proteínas, a través del valor A260/A280.  
 
Para retrotranscribir el RNA se usa un kit de QIAGEN Quantitec Reverse 
Transcription (Ref. 509205311). Debido a la gran afinidad de la enzima Quantiscript 
Reverse Transcriptase por el RNA, no debe sobrepasarse la cantidad inicial de 1 µg de 
RNA (incluyendo cualquier rRNA o mRNA). El kit permite, en un primer paso de 2 
minutos a 42ºC, la eliminación del DNA genómico que no se ha eliminado en la 
extracción, gracias a la acción de la gDNA wipeout. Posteriormente se lleva a cabo la 
retrotranscripción del RNA en cDNA. Este segundo paso, que se realiza a 42ºC durante 
15 minutos, tendrá lugar en presencia de la Quantiscript Reverse Transcriptase y de una 
mezcla de primers aleatorios y de dNTPs (figura 21). En este mismo momento, y gracias 
a la actividad RNasa H de la transcriptasa del kit, se degrada el RNA que, tras ser 
retrotranscrito, se encuentra hibridado con el cDNA, pero no el RNA aún libre. De esta 
manera, se elimina cada molécula de RNA ya retrotranscrita, liberando también las 
nuevas moléculas de cDNA. Tras la necesaria inactivación de la enzima Quantiscript 
Reverse Transcriptase a 95ºC (3 minutos) el producto final se puede almacenar a -20ºC 
o usar directamente en la RT-PCR, ya que es totalmente compatible con los productos 
de Applied Biosystems usados posteriormente.  
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A la vez que se retrotrancriben las muestras, es necesario preparar un control 
negativo para la PCR. Se trata de comprobar que realmente se ha eliminado el DNA 
genómico en el primer paso del proceso. Para ello, tras someter al paso de 2 minutos a 
42ºC en presencia de la DNasa, se separa una pequeña alícuota que será procesada 
como el resto de la muestra, pero en el segundo paso (15 minutos a 42ºC) no se añadirá 
la Quantiscript Reverse Transcriptase a la mezcla de reacción. Este es el control que se 
denomina RT-. Cuando este control se someta a la amplificación por PCR, no deberá 
amplificar nada si el DNA genómico se ha eliminado correctamente, porque los primers 
de la PCR tan sólo son capaces de unirse a fragmentos de DNA, no de RNA. Al carecer 
el control RT- de retrotranscriptasa, no se ha podido convertir el RNA en cDNA, por lo 
tanto, no unirá los primers. Sin embargo, si la eliminación de DNA genómico ha fallado, 
en el control RT-, además de RNA no retrotranscrito, también habrá DNA genómico, 





















Figura 21: Representación del proceso de eliminación de DNA genómico (gDNA) y de la 
posterior retrotranscripción. Se representa también la elaboración de los controles negativos 
RT-, que se usan para descartar la posibilidad de que no se haya eliminado el gDNA. Se 
representan las dos opciones, tanto que se elimine correctamente el gDNA, como que no (zona 
sombreada). QRT: Quantiscript Reverse Transcriptase. 
 







Figura 22: Representación de los dos tipos amplicones posibles según la división génica en 
intrones y exones. Los exones se representan sombreados en amarillo. Se ha representado el 
cDNA (producto de la retrotranscripción del RNA) en la parte superior de cada gráfico y el DNA 
genómico (gDNA) en la parte inferior. El producto amplificado en la PCR se ha representado entre 
los dos anteriores. A: El amplicón se diseña en la unión exón-exón, por lo que no puede 
amplificarse el DNA genómico, tan sólo en cDNA. B: El amplicón se diseña dentro de un exón, por 
lo que se puede amplificar tanto el gDNA como el cDNA. 
 
Otro mecanismo de control que existe para eliminar los problemas de la posible 
contaminación por DNA genómico, es el diseño de amplicones (fragmento de DNA que 
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va a ser amplificado. Comprende la sección entre los dos primers). Si el amplicón se 
diseña entre la unión exón-exón, es decir, en una región exclusiva del RNA (ya que en el 
DNA genómico las uniones entre exones se realizan a través de otras secuencias 
llamadas intrones: exón-intrón-exón), esto supone una garantía de que los resultados no 
están sobre-estimados. Sin embargo, si no disponemos de toda la información sobre el 
gen que queremos estudiar o si no es posible el diseño en esa región concreta, los 
amplicones se diseñan dentro de uno de los exones del RNA en cuestión, por lo que no 
nos asegura la exclusiva amplificación del RNA, ya que los primers diseñados también 
serían compatibles con la misma región del DNA genómico (figura 22). 
 
C.- PCR A TIEMPO REAL 
 
 La PCR a tiempo real que hemos desarrollado se basa en la capacidad que 
tienen las sondas TaqMan-MGB para unirse a un pequeño fragmento de DNA recién 
amplificado a partir de la unión de unos primers específicos. La sonda TaqMan, además 
de tener una secuencia 100% homóloga con el DNA que se desea amplificar, tiene otras 
4 peculiaridades: 
 
 En su extremo 5’: tiene unida un fluoróforo, un reporter. 
 En su extremo 3’, tiene: 
 fragmento MGB (Minor Groove Binder): grupo químico que se 
une al surco menor del DNA, lo que hace que la sonda sea más 
eficiente, ya que aumenta la temperatura de melting, utilizando 
un fragmento de DNA más corto. 
 NFQ (Non Fluorescent Quencher): una molécula química que 
elimina la emisión basal de fluorescencia del reporter. 
 El extremo 3’ está fosforilado, de manera que la enzima 
polimerasa no es capaz de pegarse a la sonda para iniciar la 
polimerización de un nuevo fragmento. De esta manera, la 
polimerasa sólo se unirá al extremo 3’ del primer, desde donde 
comenzará a polimerizar una nueva hebra.  
 
Durante la polimerización de las nuevas hebras, el primer específico se une a la 
hebra molde, al igual que la sonda específica. En estas condiciones, el reporter de la 
sonda no puede emitir fluorescencia porque el quencher (NFQ) está impidiéndolo. La 
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polimerasa empieza a polimerizar la nueva hebra desde el extremo 3’ del primer hacia la 
sonda. Cuando la enzima reconoce la estructura en horquilla que caracteriza al extremo 
5’ de la sonda, es capaz, mediante su actividad 5’ nucleasa, de romper la sonda a la vez 
que sigue polimerizando la nueva hebra. Esto hace que el reporter y el quencher se 
separen, de manera que el reporter ya es capaz de emitir fluorescencia. Cuando la señal 
fluorescente es suficiente como para superar el umbral de detección del aparato, se 
registra un ascenso de la señal, que posteriormente, tras establecer el umbral y la línea 
base, nos aportará un valor de Ct (Cycle Threshold, número de ciclos en el umbral) para 
el gen ensayado. Por lo tanto, se puede establecer la relación: una nueva hebra 
sintetizada  una sonda hidrolizada  una molécula que emite fluorescencia. 
 
En nuestros experimentos, la PCR a tiempo real se llevó a cabo en un volumen 
final de 20 µl y por duplicado para cada muestra. Se emplearon los TaqMan® Gene 
Expression Assays (20X) de Applied Biosystems para los genes: succínico 
deshidrogenasa (Rn0059045_m1), GABA transaminasa (Rn00578656_m1), α-
cetoglutarato deshidrogenasa (subunidad E2) (Rn02345836_m1), semialdehído 
succínico reductasa (AKR7A2) (Rn00592995_m1) y 18S (Hs99999901_s1) como gen 
control, ya que es el que menos varía entre los tres tejidos en los que se llevó a cabo la 
RT-PCR. Para el gen de la semialdehído succínico deshidrogenasa se realizó un Custom 
Gene Expression Assay (20X) con el extremo 3’ de la secuencia génica (L34821). 
Applied Biosystems, a través de este producto, ofrece el servicio de diseño del amplicón, 
y puesta a punto del ensayo, de manera que no es preciso ni comprobar la linealidad 
respecto al gen control, ni hallar las concentraciones óptimas para los primers y la sonda. 
 
 Para preparar las muestras, se usó agua Milli Q autoclavada y la master mix que 
suministra Roche Applied Science: FastStart TaqMan® Probe Master (Rox), 
suplementada con Rox, también de Roche Applied Science (8,7 µl de Rox 100 mM por 
cada vial de 1.25 ml de Master Mix 2X). 
 
 Tras ensayar varias diluciones para los tres tejidos (islotes, cerebelo e hígado), 
se establecieron como diluciones viables las de 1/10 y 1/100. Lógicamente, se usó 
1/100, ya que así pudimos aprovechar mucho mejor las muestras. De igual manera, los 
controles RT-, también se diluyeron 1/100. Las diluciones se llevaron a cabo con agua 
Milli Q autoclavada. 
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Cada muestra se ensayó por duplicado, pero no se preparó por duplicado. Es 
decir, de cada muestra, se prepararon dos ensayos en el mismo tubo. De este mismo 
tubo se muestrearon dos pocillos de la placa para PCR. En cada pocillo, donde el 
volumen final de reacción es 20 µl, las cantidades de cada componente del ensayo son: 
 10 µl de la Master Mix 2X 
 1 µl de agua Milli Q 
 4 µl de la muestra previamente diluida (dilución 1/100) 
 5 µl de agua Milli Q, para completar el volumen final de reacción. 
 
Por lo tanto, en cada tubo se añadió el doble de las cantidades indicadas arriba. 
Una vez mezclados todos los componentes de la reacción, se pipetearon 19.5 µl en cada 
pocillo de la placa de PCR.  
 
Además de las muestras y de los controles RT- de cada una de las muestras 
para cada uno de los genes ensayados, también es necesario realizar otro control 
llamado NTC. Consiste en llevar a cabo una PCR con todos los componentes que se 
añaden a la mezcla de reacción, salvo la muestra. Es decir, sin añadir un molde de DNA, 
de manera que si aparece un aumento de la fluorescencia, es debido a una 
contaminación de la Master Mix, del agua o de los primers/sonda. Por lo tanto, tan sólo 
se llevará a cabo un control NTC por cada gen ensayado. Y habrá que realizarlo en cada 
placa que se someta a la RT-PCR. 
  
El ciclo de la RT-PCR que se usó fue: 
• PASO 1: 2 minutos a 50ºC (Activa la Amperasa UNG) 
• PASO 2: 10 minutos a 95ºC 
• PASO 3: 40 ciclos: 
 15 segundos a 95ºC  Desnaturalización 
 1 minuto a 60ºC  Annealing y extensión. En este mismo paso 
se recogen los datos de fluorescencia emitidos por los 
fluoróforos de las sondas en cada uno de los ciclos. 
 
La reacción se llevó a cabo en un termociclador de Applied Biosystems: 7300 
Sequence Detection System, que también analiza los resultados. Tanto el umbral como 
la línea base se establecieron automáticamente para cada gen. 
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Una vez obtenidos los Ct (ciclo inmediatamente posterior al umbral), se analizan 
por el método del 2-∆∆Ct, donde: 
∆Ct = Ct gen diana – Ct gen control 
∆∆Ct = ∆Ct tejido x – ∆Ct tejido control 
2-∆∆Ct  Indica la expresión de un gen en un tejido respecto a la expresión de 
ese mismo gen en otro tejido distinto. 
 
 Para el análisis estadístico se ha realizado una modificación en el orden de las 
operaciones, ya que se han comparado estadísticamente, a través del programa 
estadístico SPSS (versión 11.0), los valores medios de 2-∆Ct de cada tejido, para 
posteriormente transformarlos en el valor 2-∆∆Ct correspondiente.  
  
De cualquier manera, el valor 2-∆∆Ct  indica el número de veces que un gen se 
expresa en un tejido respecto a la expresión de ese mismo gen en otro tejido diferente. 
Se puede expresar también como un porcentaje, y su significado es el mismo. 
 
10.- MEDIDA DEL METABOLISMO 
 
 Se valoró tanto el metabolismo de la glucosa, a partir de D-[U-14C]-glucosa, como 
el metabolismo de la glutamina, a partir de D-[U-14C]-glutamina. Ambos compuestos 
radiactivos fueron adquiridos en Amersham Bioscience S.L. 
  
A.- METABOLISMO DE GLUCOSA 
 
 Se usaron dos concentraciones diferentes de glucosa: 3 mM y 20 mM, con una 
actividad específica de 2.5 µCi/µmol y 16.6 µCi/µmol, respectivamente. Se valoró la 
cantidad de 14CO2 producido por 20 islotes en presencia de dos compuestos: alilglicina 
10 mM, que es el precursor de un inhibidor del GAD65/67 y gabaculina 250 µM, que es un 
inhibidor de la GABA transaminasa. Por lo tanto, ambos interfieren en el metabolismo del 
GABA, el primero inhibiendo su producción, y el segundo inhibiendo su degradación. 
  
El método se basa en que una vez metabolizada la glucosa, se libera 14CO2, que 
sale del eppendorf en el que se está llevando a cabo la reacción y entra en contacto con 
la sosa (NaOH) que hay alrededor del tubo, convirtiéndose, en este medio básico, en 
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HNa14CO3. Y es este HNa14CO3 el que finalmente se valorará en un contador beta 
(WinSpectral 1414 liquid Scintillation Counter; Perkin Elmer) 
  
Se incubaron 3 grupos de 20 islotes, por cada rata y condición experimental, en 
20 µl del medio de incubación correspondiente (glucosa, a una de las dos 
concentraciones, disuelta en Krebs Ringer bicarbonato junto con alilglicina o gabaculina) 
durante dos horas a 37ºC. Transcurrido este tiempo, se les añadieron 20 µl de tampón 
fosfato 0.4M, pH 6.0, con rotenona 10 µM y KCN 1.5 mM. Posteriormente, se introducen 
los eppendorf abiertos en viales de centelleo que contienen 0.5 ml de NaOH 2%, se 
cierran herméticamente y se incuban otras 2 horas a 37ºC. Finalmente, se retira el 
eppendorf y se añaden 5 ml de líquido de centelleo (Pico-Fluor 40 de Perkin Elmer. Ref: 
6013349) (figura 23). Se mide la radiactividad de los viales en el contador beta. 
 
0.5 ml NaOH 2%
1 ó 2 
horas








20 µl buffer 
+rot +KCN
 
Figura 23: Esquema de la metodología usada en la media de la actividad metabólica a partir 
de un compuesto radiactivo (D-[U-14C]-glucosa o D-[U-14C]-glutamina). Se representan los 
islotes dentro de los tubos eppendorf, y estos, dentro de viales de centelleo. También se indican 
los periodos de incubación a 37ºC. (rot: rotenona 10 µM, KCN: KCN 1.5 mM). 
 
B.-METABOLISMO DE GLUTAMINA 
 
 Análogamente al caso del metabolismo de la glucosa, se usaron dos 
concentraciones diferentes de glutamina: 0.5 mM y 10 mM, con una actividad específica 
de 4.54 µCi/µmol y 1.25 µCi/µmol, respectivamente. Se valoró la cantidad de 14CO2 
producido por 30 islotes en presencia de varios cetoácidos (KIC 10 mM, KMV 10 mM, KC 
10 mM, KIV 10 mM) y otros compuestos como alilglicina 10 mM, gabaculina 250 µM, 
SAD 10 mM, que es el precursor del ácido succínico (ciclo de Krebs), 
mercaptopropiónico 3 mM, que es otro inhibidor del GAD65/67 o glucosa 20 mM. 




11.- VALORACIÓN DE DNA 
 
 Para valorar el contenido de DNA de los islotes pancreáticos se hacen grupos de 
20 islotes. Es necesario lavarlos dos veces con PBS para eliminar cualquier resto de 
glucosa, ya que interfiere con el método de medida. 
  
Se sonican los islotes en 100 µl de agua Milli Q: 4 ciclos de 10 pulsos cada uno, 
con la intensidad mínima y con un 10% de frecuencia. Posteriormente se pipetea en una 
placa de 96 pocillos especial para medidas fluorimétricas (Costar®, Corning Incoporated). 
Se muestrea tres veces con los siguientes volúmenes: 20, 20 y 40 µl. Se evapora a 37 
ºC durante toda la noche. 
 
De igual manera, se preparan en agua Milli Q varias concentraciones conocidas 
de DNA bovino (ref. D-4522, Sigma) que van desde 0.01 µg DNA/20 µl hasta 0.64 µg 
DNA/20 µl. También se dejan evaporar a 37 ºC. 
 
En el momento que se vaya a realizar la medida, se reconstituyen todas las 
muestras con 20 µl de NaOH 5mM. Posteriormente se añaden 20 µl de PCA 1M y se 
incuba, tapado, a 70ºC durante 1 hora. Transcurrido ese tiempo, se para la reacción en 
hielo y se añaden 40 µl de la mezcla fluorescente que se ha preparado en la anterior 
hora de incubación de la manera que sigue: 
 
En primer lugar es necesario purificar DABA (ácido diaminobenzóico) 
(ref. 11383-2, Aldrich), para lo cual, se disuelven 200 mg por cada mililitro de 
agua Milli Q, se añaden 10 mg de charcoal y se centrifuga a 13000 rpm 
durante 5 minutos. Se recoge el sobrenadante y se vuelve a purificar con 10 
mg de charcoal otras 2 veces más. Finalmente, la solución de DABA tres 
veces purificada, se filtra con un filtro de 22 µm de diámetro de poro. Para 
preparar la mezcla fluorescente que necesitamos, se añaden 3 volúmenes 
de Na2CO3 10 mM (preparado en NaOH 1 M) por cada volumen de DABA 
purificado. 
 
Tras añadir la mezcla fluorescente, se introduce la placa en el lector de 
microplacas (Varioskan, Thermo Electron Corporation) donde se agita la placa y se 
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incuba 1 hora a 37ºC, para que el DABA, producto fluorescente, se una al DNA. 
Posteriormente, se diluye la muestra con 250 µl de HCl 1 M y se procede a leer la 
emisión fluorescente de las muestras excitando el DABA con una longitud de onda de 
408 nm y registrando la emisión a 520 nm. Es importante que el registro de la 
fluorescencia sea a 37 ºC, ya que se ha comprobado que la reacción es mucho más 




Las pipetas que se usaron para sostener los trozos de membrana (patch) fueron 
obtenidas a partir de cristal de borosilicato, de manera que, en la punta, la resistencia 
fuese de 3-6 MΩ.  
 
Las medidas se llevaron acabo con un amplificador de patch-clamp EPC9, con el 
software Pulse (versión 8.53) (HEKA Electronics, Lambrecht, Alemania). 
 
Las células β fueron identificadas por su tamaño, por las propiedades de 
inactivación de la corriente de Na+ regulada por voltaje (107) y por el potencial de 
membrana de depolarización en presencia de glucosa 10 mM en el medio extracelular. 
 
Para conseguir la configuración de la célula completa perforada (perforated patch 
whole-cell), se añadió el antibiótico formador de poros (amfotericina B, 0.24 mg/ml) en la 
solución de la pipeta. 
 
Medida del potencial de membrana y de la conductancia en la célula completa 
 
 Ambos fueron medidos en las mismas células alternando los dos métodos de 
medida usados (“clampado” de la corriente - current-clamp -  o del voltaje - voltage-
clamp). La conductancia se valoró indirectamente, ya que se registró la corriente de las 
células en respuesta a pulsos que variaron desde -10 mV hasta -70 mV. Las medidas del 
potencial de membrana fueron directas, ya que lo que se registró fue la diferencia de 
potencial real entre dos electrodos. Uno colocado en el interior celular y otro en el 
exterior. Las soluciones empleadas fueron las siguientes: 
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 SOLUCIÓN EXTRACELULAR: NaCl 138 mM, KCl 5.6 mM, CaCl2 2.6 mM, 
MgCl2 1.2 mM, HEPES 5 mM y glucosa 10 mM. (pH 7.4, ajustado con NaOH) 
  
SOLUCIÓN DEL INTERIOR DE LA PIPETA: K2SO4 76 mM, KCl 10 mM, NaCl 
10 mM, MgCl2 1 mM y HEPES 5 mM. (pH 7.35, ajustado con KOH). 
 
Medida de la capacitancia celular en patches de membrana 
 
 Para registrar la actividad de un único canal K+ATP se prepararon trozos de 
membrana (patches) en la configuración inside-out, y se mantuvieron a 0 mV. En este 
caso, las soluciones empleadas fueron: 
 
SOLUCIÓN DEL BAÑO EXTERIOR: KCl 107 mM, MgCl2 1 mM, CaCl2 1 mM, 
EGTA 10 mM y  HEPES 10 mM (pH 7.15, ajustado con KOH) 
  
SOLUCIÓN DEL INTERIOR DE LA PIPETA: NaCl 138 mM, KCl 5.6 mM, CaCl2 
2.6 mM, MgCl2 1.2 mM y HEPES 5 mM (pH 7.4, ajustado con NaOH) 
 
Medida del potencial de membrana y de la conductancia en patches de membrana 
 
 La exocitosis se detectó como los cambios en la capacitancia celular, que fueron 
estimados según la técnica de Lindau-Neher, que fue mejorada con la función “Sine + 
dc” del software Pulse. Las soluciones empleadas fueron las siguientes: 
 
SOLUCIÓN DEL BAÑO EXTERIOR: Trietilamina (TEA) 10 mM, NaCl 128 mM, 
KCl 5.6 mM, CaCl2 2.6 mM, MgCl2 1.2 mM, HEPES 5 mM y glucosa 10 mM. (pH 7.4, 
ajustado con NaOH) 
  
SOLUCIÓN DEL INTERIOR DE LA PIPETA: Cs2SO4 76 mM, KCl 10 mM, NaCl 
10 mM, MgCl2 1 mM y HEPES 5 mM. (pH 7.35, ajustado con KOH) 
 
 
13.- VALORACIÓN DE GHB (ÁCIDO γ-HIDROXIBUTÍRICO) 
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El método desarrollado es una adaptación de otras técnicas empleadas para 
detectar ínfimas cantidades de ácidos grasos polinsaturados (108), de cadena larga 
(109, 110), en suero humano. Estas técnicas combinan separación por HPLC y 
detección por emisión fluorescente de un compuesto con el que se han derivatizado los 
ácidos grasos de las muestras de estudio. El límite de detección varía desde 0.5 hasta 5 
fentomoles en 10 µl inyectados, es decir, desde 0.05 hasta 0.5 nM.  
 
El protocolo descrito se basa en el método de detección por absorbancia del 
lactato (111, 112), pero en este caso, se introduce un compuesto fluorescente para 
derivatizar el γ-hidroxibutírico (GHB) o ácido 4-hidroxibutanoico, que también puede 
derivatizar cualquiera de sus isómeros posicionales: α-hidroxibutírico y β-hidroxibutírico 
(C4H8O3), además de cualquier compuesto con un grupo -COOH. Este compuesto es el 
BrMMC (4-bromometil-7-metoxi-coumarina) (ref. 17623, BioChemiKa), que ha sido ya 
usado con anterioridad para valorar ácidos grasos en eritrocitos (113). 
 
El BrMMC es un compuesto fluorescente cuyas longitudes de onda de excitación 
y de emisión son, respectivamente, 325 nm y 398 nm. El BrMMC forma un enlace tipo 
ester con los grupos carboxilo de compuestos aromáticos, heterocíclicos o alifáticos, 
emitiendo suficiente fluorescencia como para detectar pmoles (114). 
 
Preparación de las muestras 
 
 La muestra que se quiere detectar, ya sea una muestra biológica o el estándar 
de GHB, α-OH-B, β-OH-B o lactato, se debe preparar en un volumen máximo de 25 µl. 
Así, se incuban los islotes pancreáticos aislados, durante 2 horas a 37ºC, en 25 µl del 
medio de incubación: Krebs-Ringer bicarbonato suplementado con semialdehído 
succínico (SSA) 0.5 mM y con α-cetobutírico (KB) 5 mM. El blanco se prepara incubando 
también el mismo medio, pero en ausencia de islotes. Y los estándares se preparan, a la 
concentración necesaria, en el mismo medio, y se incuban, igualmente, dos horas a 
37ºC. 
 
 Transcurrido el tiempo de incubación, todas las muestras se procesan igual. Se 
precipitan las proteínas del medio mediante una incubación con PCA y Tris/KHCO3 para, 
posteriormente, ser derivatizadas. Para ello se sigue el siguiente protocolo: 
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1. A los 25 µl del medio con los islotes, para la muestra de estudio, o a los 25 µl 
del blanco o los estándares, se les añaden 20 µl de PCA 1.35 M (1.00518, 
Merck). Se deja incubar durante 5 minutos a 4ºC. 
2. Se añaden 15 µl de Tris 0.1M/KHCO3 2.8 M y se deja reposar 2-3 minutos. 
3. Se centrifuga durante 5 minutos en una microfuga a 13000 rpm. 
4. Se retiran 50 µl del sobrenadante y se introducen en un vial de 3.5 cm (60910L-
12, Opticlear®). 
5. Se añaden 10 µl de NaOH 200 mM. 
6. Se deseca en el Speed-Vac durante 45 minutos. 
7. Se añaden 200 µl de la solución derivatizante (BrMMC 70 µM y 18-Crown-6 10 
µM, en acetonitrilo (ref: 1.00030, Merck)). Como el BrMMC es un compuesto 
fluorescente, es sensible a la luz, por lo que tanto la solución derivatizante, 
como, a partir de este punto, las muestras a derivatizar, deben prepararse y 
procesarse en viales de vidrio protegidos de la luz. 
8. Se mantiene 20 minutos en agitación a temperatura ambiente. 
9. Se incuba, durante 15 minutos, en un baño a 60ºC. 
10. Se reserva en hielo, o a 4ºC, hasta el momento de ser inyectados en el HPLC. 
 
Análisis de las muestras 
 
El sistema HPLC está compuesto por: 
• Un inyector Waters U6K 
• Una precolumna analítica SecurityGuard C18(2) de 4.0x3.0 mm 
(AJO-4287, Phenomenex®), en un soporte universal SecurityGuard 
(ref: KJO-4282, Phenomenex®).  
• Una columna Luna 3µm C18(2) de 75x4.6 mm y 3 µm de tamaño de 
partícula (ref: OOC-4251-E0, Phenomenex®) 
• Un controlador Waters 600E 
• Un detector de fluorescencia Waters 474, con una célula de flujo de 
16 µl (Flor cell assembly, 16 µl. Ref: 47436. Jasco Analytical). el 
programa para analizar los resultados fueron analizados con el 
programa Clarity Lite (version 2.4.1.93) de ©DATA Apex. 
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Se inyectaron 20 µl de las muestras, previamente derivatizadas, en la columna, a 
un flujo de 1 ml/min, a  temperatura ambiente. El gradiente usado para eluir las muestras 
fue el siguiente: 
 
• 15 minutos: gradiente lineal 10%  50% de acetonitrilo (en agua Milli-Q) 
• 7 minutos: 90% de acetonitrilo en agua Milli Q, para eluir todo lo que haya 
podido quedar retenido en la columna. 
• 5 minutos: 10% de acetonitrilo en agua Milli Q, para restablecer las 
condiciones iniciales 
 
El eluido se sometió a una detección fluorométrica usando una longitud de onda 






























A.- ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN Y FUNCIONALIDAD DE LOS ENZIMAS 
RELACIONADAS CON EL METABOLISMO DEL GABA 
 
Aunque el tejido de estudio de esta tesis son los islotes pancreáticos, hemos 
comparado, tanto la actividad enzimática como la expresión génica de los enzimas 
estudiados entre tres tejidos bien distintos. Por un lado, hemos explorado un tejido 
típicamente GABAérgico, como es el cerebelo. En él se genera y se metaboliza GABA, 
por lo que se espera que, la maquinaria enzimática con la que está relacionado, esté 
muy desarrollada. Por otro lado, hemos elegido el tejido hepático como un referente de 
un tejido típicamente metabólico. El hígado es un órgano destinado al almacenamiento 
de energía, en el que no esperamos encontrar la maquinaria que contribuye a la 
elaboración de GABA, aunque sí la maquinaria para degradarlo oxidativamente. Y por 
supuesto, finalmente hemos analizado la maquinaria enzimática del GABA en el tejido 
objeto de este estudio, los islotes pancreáticos. 
 
 Hemos abordado el estudio de los enzimas que están involucrados en el 
metabolismo del GABA desde dos perspectivas distintas, pero complementarias. Por un 
lado hemos estudiado la actividad enzimática en extractos de cada uno de los tres 
tejidos, que en presencia de los sustratos específicos, nos aportará información sobre la 
actividad específica de estos enzimas. Hemos expuesto estos extractos a diferentes 
sustancias secretagogas y no secretagogas, con el fin de caracterizar su efecto directo 
sobre los enzimas estudiados. Por otro lado, hemos analizado la expresión génica, 
específica de tejido, de varios enzimas y la hemos comparado con los datos de actividad. 
 
A1.- ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA 
 
1.- ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD DE DOS ENZIMAS DEL SHUNT DEL GABA: 
SEMIALDEHÍDO SUCCÍNICO REDUCTASA Y SEMIALDEHÍDO SUCCÍNICO 
DESHIDROGENASA. 
 
Debido a que estos enzimas no se habían estudiado con anterioridad, ha sido 
necesario poner a punto tanto el método de extracción, como el ensayo de su actividad 
enzimática. 
 
En un primer momento se estudiaron ambas actividades enzimáticas a través del 
registro de la variación de absorbancia del NADH, en el caso de la SSA deshidrogenasa 




cantidad de tejido que proporcionan los islotes y al trabajoso procedimiento para su 
aislamiento, en una primera aproximación, se usó un tejido en el que abunda el GABA y 
que resulta fácil de aislar, como es el cerebelo de rata. El cerebelo, un tejido típicamente 
GABAérgico, nos sirvió para poder registrar el efecto que varios cetoácidos y 
aminoácidos tenían sobre estos dos enzimas, y posteriormente compararlo con el efecto 
que los mismos compuestos pudiesen tener en islotes. De esta manera podríamos saber 
si estamos hablando de la misma isoforma, o si por el contrario, existe especificidad 
tisular para estos enzimas. 
 
1.1.- CARACTERIZACIÓN, EN RATA, DE LA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA POR 
ABSORBANCIA 
 
 1.1.1.- Valoración en cerebelo 
 
 Se exploró el efecto que distintas sustancias pudiesen tener sobre la actividad 
de ambos enzimas (Tabla 1). Así se vio que, al menos en cerebelo, la SSA reductasa se 
ve afectada negativamente por isobutírico 5 mM en un 23%, y positivamente por 
gabaculina 5 mM, que incrementa su actividad un 25% y que, además, es un inhibidor de 
otro enzima del shunt del GABA, la GABA transaminasa (GABA-T) (115). El 2-
hidroxibutírico 5 mM no afecta a la actividad reductasa, aunque el 3-hidroxibutírico, su 
isómero posicional, sí es capaz de inhibirlo en un 20%. Un aminoácido como la taurina, 
que se mantiene constante, pero que se encuentra en gran cantidad en el islote 
(alrededor de 55 mmoles/Kg de peso seco) (59), tampoco inhibe este enzima, cuando se 
encuentra a una concentración de 5 mM. En cuanto a los cetoácidos, el cetocaproico 
(KC) 5 mM inhibe la reductasa en un 50 %, y el cetobutírico (KB) en un 35%. El 
cetometilvalérico (KMV) 5 mM, que es un cetoácido secretagogo, inhibe en un 40% al 
enzima. Igualmente, el cetoisocaproico (KIC) 5 mM también reduce la actividad 
enzimática en un 60%, aunque su producto aminado, la leucina, tan sólo afecta a la 
actividad SSA-R en un 25%. Sin embargo, aunque el cetoisovalérico (KIV) reduce la 
actividad en un 55%, su producto aminado, la valina, a una dosis de 5 mM, no tiene 
ningún efecto. 
 
El enzima SSA-dh, a diferencia de la reductasa, tan sólo se ve afectado 
negativamente por el KIV 5 mM (no así por la valina), por el KIC 5 mM y por la leucina 5 
mM, que no inhiben esta actividad en más de un 20 %. El KB 5 mM, ejerce un efecto 








control 2,54±0,14 --- 15,93±0,60 --- 
IB 5 mM 1,95±0,20 p<0,04 16,00±0,59 ns 
2-OH-BUT 5 mM 2,62±0,24 ns 18,54±0,89 ns 
3-OH-BUT 5 mM 2,07±0,12 p<0,02 18,63±0,58 ns 
GABACUL 5 mM 3,25±0,15 p<0,02 17,38±0,96 ns 
TAU 5 mM 2,02±0,25 ns 18,14±2,74 ns 
KC 5 mM 1,27±0,22 p<0,001 15,04±2,07 ns 
KB 5 mM 1,67±0,19 p<0,01 0,18±0,11 p<0,0001 
KMV 5 mM 1,33±0,17 p<0,001 15,65±0,70 ns 
KIV 5 mM 1,09±0,12 p<0,001 12,49±1,33 p<0,02 
VAL 5 mM 2,07±0,25 ns 17,64±2,60 ns 
KIC 5 mM 1,06±0,13 p<0,001 12,79±1,23 p<0,03 
LEU 5 mM 1,92±0,21 p<0,04 13,02±1,14 p<0,05 
 
Tabla 3: Actividad enzimática de los enzimas semialdehído succínico reductasa (SSA-R) 
(µmoles NADPH/minuto.mg proteina) y semialdehído succínico deshidrogenasa (SSA-dh) 
(µmoles NADH/minuto.mg proteina). Los resultados están referidos a la cantidad de proteína de 
los extractos y al coeficiente de extinción molar para el NAD(P)H (ε340nm = 6.22 mmol-1cm-1). Los 
experimentos se llevaron a cabo en 10 µl del extracto de cerebelo (250 mg tejido fresco/ml). Los 
valores se corresponden con las medias ± S.E.M. de un grupo experimental de 5-7 individuos. Los 
resultados fueron analizados estadísticamente según el método T de Student. 
 
Si comparamos la actividad de la semialdehído reductasa frente a la 
deshidrogenada, se puede observar que la actividad deshidrogensa es 6.3 veces mayor 
que la actividad reductasa en cerebelo. 
 
1.1.1.1.- Estudio del efecto del KB 5 mM en el enzima SSA-dh. 
 
El enzima semialdehído succínico deshidrogenada es el encargado de transferir 
todo el flujo metabólico que proviene del catabolismo del GABA, hacia el ciclo de los 
ácidos tricarboxílicos. Por lo tanto la inhibición total por parte del KB parece bastante 
determinante para el ciclo del GABA. Por eso, se desarrolló una dosis respuesta de 





































Figura 24: Dosis respuesta del enzima semialdehído succínico deshidrogenada frente a 
cetobutírico. Se analiza el efecto de concentraciones crecientes de KB, desde 0.1 mM hasta 10 
mM. Los resultados están referidos a la cantidad de proteína de los extractos y al coeficiente de 
extinción molar para el NADH (ε340nm = 6.22 mmol-1cm-1). Los experimentos se llevaron a cabo en 
10 µl del extracto de cerebelo (250 mg tejido fresco/ml). Los valores se corresponden con las 
medias ± S.E.M. de un grupo experimental de 6 individuos. Los resultados fueron analizados 
estadísticamente según el método T de Student. 
 
 La ED50 del cetobutírico es 0.89 mM, lo que significa que el enzima SSA-dh 
queda totalmente inhibido cuando se expone a una dosis de 2 mM de KB. Para descartar 
una posible inhibición por sustrato, también llevamos a cabo una dosis respuesta de SSA 
(figura 25A), que muestra que aunque sí disminuye la actividad de la deshidrogenasa al 
ir aumentando la concentración de SSA, no llega nunca a inhibirse totalmente. El 
máximo de inhibición ejercida por el sustrato se alcanza a la dosis de 5 mM, y supone 
una reducción del 75% de su actividad. Sin embargo, la dosis de SSA usada en los 
experimentos, 200 µM, es la apropiada, ya que no ejerce ningún tipo de inhibición. Sin 
embargo, cuando se repite la dosis respuesta de SSA a una concentración constante de 
KB (2.5 mM), que resulta inhibitoria, la mínima cantidad de SSA usada (200 µM) supone 




























































Figura 25: Dosis respuesta de la actividad semialdehído succínico deshidrogenada frente a 
su propio sustrato (SSA) en ausencia (A) o en presencia de KB 2.5 mM (B). Se analiza el 
efecto de concentraciones crecientes de SSA, desde 0.02 mM hasta 10 mM. Los resultados están 
referidos a la cantidad de proteína de los extractos y al coeficiente de extinción molar para el 
NADH (ε340nm = 6.22 mmol-1cm-1).  Los experimentos se llevaron a cabo en 10 µl del extracto de 
cerebelo (250 mg tejido fresco/ml). Los valores se corresponden con las medias ± S.E.M. de un 
grupo experimental de 3 (A) o 6 (B) individuos. Los resultados fueron analizados estadísticamente 
según el método T de Student. 
 
1.1.2.- Valoración en islotes pancreáticos 
 
 Una vez llevada a cabo la exploración en cerebelo, se decidió estudiar el efecto 
que ciertos cetoácidos secretagogos tenían sobre estos dos enzimas. Así, el KIC, que es 
un potente secretagogo, aunque el mecanismo por el que desencadena la secreción aún 
está por determinar (116), tiene un efecto negativo sobre la actividad reductasa, aunque 
no sobre la deshidrogenasa. Y mientras que el KB ejerce un efecto drástico sobre la 
deshidrogenasa, no es tan potente sobre la reductasa. Por lo tanto, estos dos cetoácidos 
fueron los que se emplearon para caracterizar la actividad de ambos enzimas. 
  
El enzima SSA-R (figura 26A) en el islote pancreático se ve inhibido por KIC 5 
mM en un 75%, lo que supone un 25% más de inhibición que la ejercida sobre el enzima 
cerebelar, mientras que el KB 5 mM, no tiene ningún efecto estadísticamente 
significativo, aunque tiende a inhibir ligeramente la actividad enzimática. Por el contrario, 
en el caso de la semialdehído succínico deshidrogensa (figura 26B), ninguno de los dos 
cetoácidos tienen efecto sobre la actividad, lo que plantea una diferencia con el enzima 
deshidrogenasa cerebelar, que se caracterizaba por una fuerte inhibición por el KB 5 
mM. 
 
En el caso de los islotes, las dos actividades se encuentran en el mismo orden 
de magnitud. La SSA-R del islote es el doble que la del cerebelo. Y la actividad SSA-dh 






























































Figura 26: Medida, por absorbancia, del efecto de KIC 5mM y KB 5 mM sobre la actividad 
enzimática de los enzimas SSA-R (A) y SSA-dh (B) en islotes de rata. Los resultados están 
referidos a la cantidad de proteína de los extractos y al coeficiente de extinción molar para el 
NAD(P)H (ε340nm = 6.22 mmol-1cm-1).  Los experimentos se llevaron a cabo en 25 µl del extracto de 
islotes (~ 6 islotes /µl). Los valores se corresponden con las medias ± S.E.M. de un grupo 
experimental de 6 individuos. Los resultados fueron analizados estadísticamente según el método 
T de Student.  
 
1.1.3.- Valoración en hígado 
 
 El hígado se usó como referencia de tejido con alta tasa metabólica y que no es 
típicamente GABAérgico (58).  
 
No fue posible medir la actividad semialdehído succínico reductasa, ya que los 
valores de absorbancia obtenidos rozaban el límite de detección del aparato, eran 
incoherentes y conllevaban un error desmesurado (datos no mostrados). Sin embargo, la 
actividad semialdehído succínico deshidrogenada sí es mensurable con esta técnica 
(figura 27). El KB 5 mM es, otra vez, un inhibidor total de la actividad deshidrogensa, 
mientras que el KIC 5 mM, al igual que en cerebelo, no tiene ningún efecto sobre el 
enzima. 
 
Cabe destacar que la actividad deshidrogenasa hepática es del mismo orden que 



































Figura 27: Actividad semialdehído succínico deshidrogenasa en hígado, por absorbancia. 
Efecto del KIC 5 mM y del KB 5 mM. Los resultados están referidos a la cantidad de proteína de 
los extractos y al coeficiente de extinción molar para el NADH (ε340nm = 6.22 mmol-1cm-1). Los 
experimentos se llevaron a cabo sobre 10 µl del extracto de hígado (250 mg tejido fresco/ml). Los 
valores se corresponden con las medias ± S.E.M. de un grupo experimental de 4 individuos. Los 
resultados fueron analizados estadísticamente según el método T de Student. 
 
1.2.- CARACTERIZACIÓN, EN RATA, DE LA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA POR 
FLUORESCENCIA 
 
 Aprovechando la propiedad fluorescente del NAD(P)H y que supone un método 
de detección mucho más sensible, estudiamos ambas actividades siguiendo la variación 
de la fluorescencia emitida por el cofactor en presencia o ausencia de varios cetoácidos 
que hemos seleccionado para caracterizar ambos enzimas. Además, al ser un método 
mucho más sensible, nos permite aprovechar al máximo el escaso material de trabajo 
que supone nuestro tejido de estudio, los islotes. 
 
 Para poder calcular los moles del cofactor que son reducidos u oxidados, según 
el caso, se ha llevado a cabo una recta patrón para cada uno. De manera que cada uno 




































1.2.1.- Valoración en cerebelo 
  
En este caso probamos el efecto de un cetoácido secretagogo (KIC) y de un 
cetoácido no secretagogo (KB) sobre ambos enzimas. 
 
 La SSA-R, al igual que ocurría en la valoración enzimática por absorbancia, se 
ve inhibida por los dos compuestos, aunque, a diferencia que en las medidas por 
absorbancia, la capacidad inhibitoria registrada por fluorescencia, es ligeramente mayor. 
El KIC 5 mM y el KB 5 mM inhiben al enzima en un 60% (figura 28A). En el caso de la 
deshidrogensa, los resultados son iguales que los obtenidos en las medidas por 
absorbancia. El KB 5 mM es el único que tiene un drástico efecto inhibitorio sobre el 






















































Figura 28: Medida, por fluorescencia, del efecto de KIC 5mM y KB 5 mM sobre la actividad 
enzimática de los enzimas SSA-R (A) y SSA-dh (B) en cerebelo de rata. Los resultados están 
referidos a la cantidad de proteína de los extractos y a la recta patrón de NADH o de NADPH 
realizadas con anterioridad. Los experimentos se llevaron a cabo en 12,5 µl del extracto de 
cerebelo (250 mg cerebelo/ml). Los valores se corresponden con las medias ± S.E.M. de un grupo 
experimental de 6 individuos. Los resultados fueron analizados estadísticamente según el método 
T de Student. 
 
 A diferencia de las medidas por absorbancia, donde la actividad deshidrogenasa 
es 6.3 veces mayor que la reductasa, con esta técnica, la diferencia asciende a 24 
veces, ya que aunque la actividad deshidrogenasa es del mismo orden (15.93±5.96 
µmoles NADH/min.mg proteína, valorado por absorbancia, vs. 11.91±0.98 µmoles 
NADH/min.mg proteína, valorado por fluorescencia), la actividad reductasa es 5 veces 




proteína, valorado por absorbancia, vs. 0.57±0.09 µmoles NADH/min.mg proteína, 
valorado por fluorescencia). 
 
1.2.2.- Valoración en islotes pancreáticos 
 
 Se exploró el efecto de los dos cetoácidos empleados con anterioridad: KIC 5 
mM y KB 5 mM. 
 
 Al igual que en las medidas de la actividad en islotes por absorbancia, la SSA-R 
no se ve afectado por KB 5 mM. El KIC 5 mM también inhibe la actividad reductasa, 
aunque menos que lo visto anteriormente, tan sólo reduce su actividad en un 35% (figura 
29A). En el caso de la SSA-dh, los resultados son más sorprendes ya que, si bien el KIC 
5 mM no tiene ningún efecto (al igual que lo observado en las medidas por absorbancia), 
el KB 5 mM, a diferencia de los visto en el apartado 1.1.2, inhibe la SSA-dh. No llega a 
ser una inhibición total, como ocurre en el caso del cerebelo, pero sí reduce su actividad 


























































Figura 29: Medida, por fluorescencia, del efecto de KIC 5mM y KB 5 mM sobre la actividad 
enzimática de los enzimas SSA-R (A) y SSA-dh (B) en islotes pancreáticos de rata. Los 
resultados están referidos a la cantidad de proteína de los extractos y a la recta patrón de NADH o 
de NADPH realizadas con anterioridad. Los experimentos se llevaron a cabo en 25 µl del extracto 
de islotes (~ 12 islotes /µl). Los valores se corresponden con las medias ± S.E.M. de un grupo 
experimental de 6 individuos. Los resultados fueron analizados estadísticamente según el método 
T de Student. 
 
 A diferencia de los resultados obtenidos tras la valoración enzimática por 
absorbancia (donde ambas actividades eran del mismo orden), con esta técnica, la 
deshidrogenasa presenta el doble de actividad que la reductasa. En cuanto a la relación 
con estas mismas actividades en el cerebelo, aunque no se mantiene la proporción, se 




islote es 3 veces mayor que en cerebelo. Pero en el caso de la deshidrogenasa, al igual 
que lo ocurrido en absorbancia, presenta una actividad 2 veces mayor en cerebelo que 
en islotes. 
 
1.2.2.1.- Caracterización de la inhibición de la SSA-R por KIC 
 
Para intentar caracterizar el efecto inhibitorio del KIC sobre la SSA-R, 
estudiamos el efecto de concentraciones crecientes de KIC desde 1 mM hasta 10 mM. 
Ninguna de estas concentraciones fue capaz de superar una inhibición superior al 50%, 
alcanzándose la máxima inhibición a la concentración de 2,5 mM, y siendo su ED50 1,2 



























Figura 30: Dosis respuesta del enzima SSA-R frente a varias concentraciones de KIC 
(medido por fluorescencia). Los resultados están referidos a la cantidad de proteína de los 
extractos y a la recta patrón de NADPH realizada con anterioridad.  Los experimentos se llevaron a 
cabo en 25 µl del extracto de islotes (~ 12 islotes /µl). Los valores se corresponden con las medias 
± S.E.M. de un grupo experimental de 6 individuos. Los resultados fueron analizados 
estadísticamente según el método T de Student. 
 
1.2.2.2.- Caracterización de la inhibición de la SSA-dh por KB 
 
Para intentar caracterizar el efecto inhibitorio del KB sobre la SSA-dh, 
estudiamos el efecto de concentraciones crecientes de KB desde 1 mM hasta 10 mM. La 
máxima inhibición ejercida por el KB es a la dosis de 10 mM, y la tendencia es a alcanzar 


































Figura 31: Dosis respuesta del enzima SSA-dh frente a varias concentraciones de KB 
(medido por fluorescencia). Los resultados están referidos a la cantidad de proteína de los 
extractos y a la recta patrón de NADH realizada con anterioridad.  Los experimentos se llevaron a 
cabo en 25 µl del extracto de islotes (~ 10 islotes /µl). Los valores se corresponden con las medias 
± S.E.M. de un grupo experimental de 4 individuos. Los resultados fueron analizados 
estadísticamente según el método T de Student 
 
1.2.3.- Valoración en hígado 
 
 Al igual que en casos anteriores, ensayamos ambas actividades en presencia de 
KIC 5 mM y de KB 5 mM. 
 
 En hígado, la actividad reductasa es 10 veces menor que la actividad 
deshidrogenasa, y al igual que ocurre en los otros tejidos, el KIC inhibe la actividad 
reductasa. En el caso del hígado, esta inhibición es de un 80%. El KB, que no tiene 
ningún efecto sobre la reductasa, inhibe casi totalmente la actividad deshidrogenasa 
(figura 32). 
  
Tanto la actividad SSA-R, como la actividad SSA-dh de hígado son 
especialmente reducidas, en comparación con la actividad registrada en cerebelo o en 
islotes. La actividad deshidrogenasa es 2 veces menor que la de islotes y 5 veces menor 
que la de cerebelo. La actividad reductasa es 5 veces menor que la de islotes y 2 veces 
menor que la de cerebelo. Ésta es la razón por la que, por absorbancia, es 
prácticamente imposible medir esta actividad. Pero al usar un valoración fluorimétrica, 


























































Figura 32: Medida, por fluorescencia, del efecto de KIC 5mM y KB 5 mM sobre la actividad 
enzimática de los enzimas SSA-R (A) y SSA-dh (B) en hígado de rata. Los resultados están 
referidos a la cantidad de proteína de los extractos y a la recta patrón de NADH o de NADPH 
realizadas con anterioridad. Los experimentos se llevaron a cabo en 10 µl del extracto de hígado 
(250 mg tejido fresco/ml). Los valores se corresponden con las medias ± S.E.M. de un grupo 
experimental de 4 individuos. Los resultados fueron analizados estadísticamente según el método 
T de Student. 
 
 
2.- ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA DE DOS ENZIMAS DEL CICLO DE 
LOS ÁCIDOS TRICARBOXÍLICOS: α-CETOGLUTARATO DESHIDROGENASA Y 
SUCCÍNICO DESHIDROGENASA. 
 
 Estas dos enzimas del ciclo de los ácidos tricarboxílicos están muy implicadas en 
el metabolismo del GABA. La α-KG-dh es la encargada de transformar el α-cetoglutarato 
en succinil-coenzima A, de manera que estaría disminuyendo el pool de α-KG disponible 
para ser transaminado junto a GABA y contribuir a su degradación. Por otro lado, la 
succínico deshidrogenasa es la encargada de transformar el ácido succínico en ácido 
fumárico, por lo tanto, es la que integra en el TCA los carbonos provenientes del GABA.  
 
 Por esta razón, se ha estudiado el efecto que los mismos cetoácidos, que tenían 
un efecto inhibitorio sobre las SSA-R y SSA-dh, pueden tener sobre estos enzimas. 
 






 Ya que el KB parece ser un inhibidor de la SSA-dh, nos planteamos la posibilidad 
de que también inhibiese otros enzimas deshidrogenasa, como la succínico 
deshidrogenasa o la α-cetoglutarato deshidrogenasa. 
 
2.1.1.- Actividad succínico deshidrogenasa 
 
 El cetobutírico 5 mM tiende a disminuir la actividad succínico deshidrogenasa 
cerebelar en un 25% (aunque no resultó ser estadísticamente significativo). El mismo 
enzima, en los otros dos tejidos estudiados, se ve reducido en un 30% por el KB 5 mM 
(tabla 4). 
 
 En islotes, la actividad succínico deshidrogenasa es la mayor de los tres tejidos 
estudiados. Es 3 veces mayor que la de hígado y 6 veces mayor que la de cerebelo. De 
los tejidos estudiados, el que menor actividad relativa presenta es el cerebelo.  
 
 
CONTROL +KB 5 mM 
 
CEREBELO 0,56±0,06 0,41±0,04 ns 
ISLOTES 3,12±0,33 2,23±0,11 p<0,03 
HÍGADO 1,06±0,08 0,73±0,08 p<0,03 
 
Tabla 4: Medida de la actividad succínico deshidrogenasa en presencia y ausencia de KB 5 
mM, en los tres tejidos estudiados. Se empleó un método colorimétrico basado en la capacidad 
del DCPIP para disminuir su absorción a 600 nm cuando es reducido en la cadena respiratoria. Los 
resultados (µmol DCPIP/min.mg proteína) están referidos a la cantidad de proteína de los extractos 
y al coeficiente de extinción molar para el DCPIP (ε600nm = 21 mmol-1cm-1).  Los experimentos se 
llevaron a cabo en 25 µl del extracto de cerebelo (250 mg tejido/ml), 25 µl del extracto de islotes (~ 
6 islotes /µl) y en 10 µ del extracto de hígado (250 mg tejido/ml). Los valores se corresponden con 
las medias ± S.E.M. de un grupo experimental de 6 individuos. Los resultados fueron analizados 
estadísticamente según el método T de Student. 
 
2.1.2.- Actividad α-cetoglutarato deshidrogenasa 
 
 La actividad α-cetoglutarato deshidrogenasa se pudo medir tanto en cerebelo, 
como en hígado, pero en islotes, el aparato rozaba los límites de detección y las 
pendientes eran tan pequeñas que en algunos casos eran prácticamente nulas (tabla 3). 
Posiblemente la actividad específica es tan limitada, que el método espectrofotométrico 
no es suficientemente sensible como para detectar el NADH generado. Aún así, se han 





En cualquier caso, tanto en cerebelo como en hígado, se pudo observar que la 
inhibición por KB 5 mM era total (tabla 5), al igual que ocurría con la SSA-dh. En el caso 
de los islotes, la inhibición parece ser, tan sólo, del 50%, pero estos resultados están por 
confirmar por fluorescencia, que es un método mucho más sensible.  
 
La actividad α-cetoglutarato deshidrogenasa cerebelar y de islotes es del mismo 
orden, y la hepática es 6 veces mayor que las anteriores. 
  
 
CONTROL +KB 5 Mm 
  
CEREBELO 2,70±0,24 -0,05±0,07 p<0,001 
ISLOTES 2,58±0,34 1,27±0,02 p<0,05 
HÍGADO 12,24±0,22 -0,27±0,01 p<0,001 
 
Tabla 5: Medida, por absorbancia, de la actividad α-cetoglutarato deshidrogenasa en 
presencia o ausencia de KB 5 mM, en los tres tejidos estudiados. Los resultados (µmol 
NADH/min.mg proteína) están referidos a la cantidad de proteína de los extractos y al coeficiente 
de extinción molar para el NADH (ε340nm = 6.22 mmol-1cm-1). Los experimentos se llevaron a cabo 
en 25 µl del extracto de cerebelo (250 mg tejido/ml), 25 µl del extracto de islotes (~ 6 islotes /µl) y 
en 10 µ del extracto de hígado (250 mg tejido/ml). Los valores se corresponden con las medias ± 
S.E.M. de un grupo experimental de 6 individuos. Los resultados fueron analizados 
estadísticamente según el método T de Student. 
 
 Al igual que en casos anteriores, se caracterizó esta inhibición mediante la 
realización de una dosis respuesta de la α-KG-dh de cerebelo frente a diferentes 


































Figura 33: Dosis respuesta de la actividad del enzima α-cetoglutarato deshidrogenada 




crecientes de KB, desde 0.1 mM hasta 5 mM. Los resultados están referidos a la cantidad de 
proteína de los extractos y al coeficiente de extinción molar para el NADH (ε340nm = 6.22 mmol-1cm-
1). Los experimentos se llevaron a cabo en 25 µl del extracto de cerebelo (250 mg tejido fresco/ml).  
Los valores se corresponden con las medias ± S.E.M. de un grupo experimental de 6 individuos. 
Los resultados fueron analizados estadísticamente según el método T de Student. 
 
2.2.- CARACTERIZACIÓN, EN RATA, DE LA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA POR 
FLUORESCENCIA 
 
 Debido a la imposibilidad de registrar correctamente la actividad α-cetoglutarato 
deshidrogenasa en islotes pancreáticos de rata, decidimos valorar esta actividad 
registrando las variaciones de fluorescencia del NADH, que es un método mucho más 
sensible que el anterior. La actividad succínico deshidrogenasa no puede registrarse 
mediante fluorescencia ya que el método de estudio es colorimétrico, no se basa en 
registrar la variación de absorbancia del NADH, como el resto de los enzimas 
estudiadas.  
 
Al igual que para las actividades SSA-R y SSA-dh, en este caso también 

















 Al ser un método mucho más sensible, fuimos capaces de medir la actividad α-
cetoglutarato deshidrogenasa en todos los tejidos estudiados (tabla 4).  La actividad en 
los tres tejidos resultó estar en el mismo orden de magnitud, y también en el mismo 
orden que los resultados obtenidos por absorbancia. Se probaron dos cetoácidos 
secretagogos (KIC y KMV) y uno no secretagogo (KB). Los tres cetoácidos tuvieron un 
efecto negativo sobre esta actividad enzimática. El KIC 5 mM inhibió la actividad 
cerebelar en un 65%, la de islotes en un 80% y la de hígado en un 90%. El KB 5 mM 
redujo la actividad deshidrogenasa en un 75% en el caso de los islotes, pero inhibió 
totalmente los enzimas cerebelar y hepática. El KMV 5 mM, por el contrario, inhibió en un 










(µmol NADH/min. mg prot) 
ISLOTES 
(µmol NADH/min. mg prot) 
HÍGADO 
(µmol NADH/min. mg prot) 
CONTROL 6,13±0,49 -- 7,21±1,28 -- 4,42±0,59 -- 
KIC 5 Mm 2,16±0,34 p<0,0001 1,55±0,31 p<0,002 0,36±0,18 p<0,0001 
KB 5 mM 0,10±0,05 p<0,0001 1,84±0,23 p<0,002 0,04±0,04 p<0,0001 
KMV 5 mM 1,02±0,26 p<0,0001 -0,04±0,05 p<0,001 -0,71±0,00 p<0,004 
 
Tabla 6: Medida, por fluorescencia, de la actividad α-cetoglutarato deshidrogenasa en 
presencia y ausencia de tres cetoácidos, en los tres tejidos estudiados. Los resultados  están 
referidos a la cantidad de proteína de los extractos y a la recta patrón de NADPH realizada con 
anterioridad.  Los experimentos se llevaron a cabo en 12,5 µl del extracto de cerebelo (250 mg 
tejido/ml), 25 µl del extracto de islotes (~12 islotes /µl) y en 12,5 µl del extracto de hígado (250 mg 
tejido/ml). Los valores se corresponden con las medias ± S.E.M. de un grupo experimental de 6 
individuos. Los resultados fueron analizados estadísticamente según el método T de Student. 
 
 Para caracterizar la inhibición por KIC se llevó a cabo una dosis respuesta tanto 
en cerebelo como en islotes pancreáticos (figura 34). En el enzima cerebelar (figura 
34A), la mayor inhibición se alcanza ya a una dosis de 2,5 mM, siendo su ED50 1,25 mM, 
y no superando, con ninguna de las concentraciones probadas, una supresión de su 
actividad del 55%. Sin embargo, en el caso del enzima pancreático (figura 34B), a la 
máxima concentración de KIC ensayada (10 mM), se alcanza una inhibición casi total, 





























































Figura 34: Dosis respuesta del enzima α-cetoglutarato deshidrogenada frente a 
cetoisocaproico en cerebelo (A) y en islotes pancreáticos (B). Se analiza, por fluorescencia, el 
efecto de concentraciones crecientes de KIC, desde 1 mM hasta 10 mM. Los resultados están 
referidos a la cantidad de proteína de los extractos y a la recta patrón de NADPH realizada con 
anterioridad. Los experimentos se llevaron a cabo en 12,5 µl del extracto de cerebelo (250 mg 
tejido/ml), 25 µl del extracto de islotes (~ 12 islotes /µl). Los valores se corresponden con las 
medias ± S.E.M. de un grupo experimental de 6 individuos. Los resultados fueron analizados 




 En el anexo I se presenta una tabla resumen de las actividades enzimáticas 
valoradas por los dos métodos de detección, el espectrofotométrico y el fluorescente. Se 
representan las cuatro actividades valoradas en los tres tejidos estudiados.  
 
 
A2.- ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN GÉNICA 
 
 Para el estudio de la expresión génica se llevó a cabo una RT-PCR cuantitativa 
en la que, para todos los genes estudiados, se usó el rRNA 18S como gen control 
(house-keeping). 
 
 En la tabla 7 se ha analizado, para cada tejido,  la expresión relativa de cada gen 
respecto al gen de la α-cetoglutarato deshidrogenasa. En islotes, los genes más 
expresados son los de los enzimas GAD 65 y GABA-T, que son los que sintetizan y 
catabolizan el GABA, respectivamente, en la célula β. Están 7.5 y 5.5 veces más 
expresados que la α-KG-dh. Los menos expresados, además del gen de la α-KG-dh, son 
los genes de la SSA-dh y de la SSA-R, que se encuentran expresados, respectivamente, 
1.3 y 0.5 veces el gen de la α-KG-dh. El gen de la succínico deshidrogenasa se expresa 
2.5 veces más que el de la α-KG-dh. Por lo tanto, se puede afirmar que los genes de los 
enzimas que afectan directamente al GABA (GAD 65 y GABA-T), están más expresados 
en este tejido, que incluso los genes del ciclo de los ácidos tricarboxílicos. Y que los 
genes de los enzimas que metabolizan el producto de degradación del GABA hacia el 
ciclo de Krebs (SSA-dh) o hacia GHB (SSA-R), además de expresarse menos que los 
anteriores, están expresados en una proporción 3:1. 
 
 
ISLOTES  CEREBELO  HÍGADO  
α-KG-dh 100,0±24,3 -- 100,0±18,3 -- 100,0±22,2 -- 
SUCC-dh 259,2±18,3 p<0,0005 976,8±19,5 p<0,0001 593,3±30,9 p<0,0001 
SSA-R 52,9±27,6 ns 86,0±26,6 ns 378,6±28,7 p<0,0003 
SSA-dh 131,1±20,8 ns 658,3±15,2 p<0,0001 321,2±51,2 p<0,009 
GAD 65 757,9±20,4 p<0,0001 411,9±18,9 p<0,0003 --   
GABA-T 556,3±22,2 p<0,0001 553,9±10,3 p<0,0001 927,0±34,6 p<0,0001 
 
Tabla 7: Expresión de los genes de los enzimas relacionados con el metabolismo del GABA. 
Analizados por tejidos. Los resultados expresan el valor de 2-∆∆Ct ± S.E.M., en porcentaje, de un 




gen, se calculó respecto al gen α-KG-dh, en cada uno de los tejidos. Los resultados fueron 
analizados estadísticamente aplicando el método T de Student a los valores medios y S.E.M. de   
2-∆Ct de cada uno de los genes calculado en función del gen control GAPDH.  
 
En cerebelo, que es un tejido típicamente GABAérgico, la expresión del GAD65 
es, tan sólo, 4 veces la del gen de la α-KG-dh. Aunque la expresión de la GABA-T, al 
igual que en islotes, es 5.5 veces la del gen control. El gen de la SSA-dh está bastante 
expresado en cerebelo (6.5 veces respecto al gen de la α-KG-dh), aunque el de la SSA-
R, paralelamente a lo expresado en islotes, tan sólo se expresa 0.8 veces respecto al 
control. El gen de la succínico deshidrogenasa se expresa casi 10 veces más que el gen 
de la α-KG-dh. En este tejido, además del gen del GAD65, que genera GABA, se 
expresan, predominantemente, los genes de los enzimas que metabolizan el GABA 
hacia succínico (GABA-T y SSA-dh) y el gen de la succínico deshidrogenasa, que 
incluye los carbonos que provienen del GABA en el ciclo de Krebs. El gen de la SSA-R, 
que es el enzima que genera GHB a partir de SSA, está mucho menos expresado.   
 
 En hígado, no se expresa el gen del GAD 65, como era de esperar. Sin embargo, 
el gen de la GABA-T se expresa 9 veces más que el de la α-KG-dh. Los genes de la 
SSA-R y de la SSA-dh están expresados 3.5 veces más que el gen control, y la 
succínico deshidrogenasa, 6 veces más. En este tejido se expresan los genes de 
aquellos enzimas que degradan el GABA, pero no el del enzima que lo genera (GAD65). 
 
En la tabla 8 se ha analizado la expresión de cada uno de los genes de los 
diferentes tejidos en comparación con el mismo gen expresado en islotes. La expresión 
de la α-KG-dh en cerebelo e hígado es 4 y 5.5 veces la de islotes, mientras que la de 
succínico deshidrogenasa es 14 y 12 veces mayor, respectivamente. No existen 
diferencias significativas en la expresión de estos dos genes entre hígado y cerebelo. 
  
En el caso de los dos enzimas que metabolizan el semialdehído succínico, las 
diferencias son mucho mayores. Mientras que la reductasa se expresa 6 veces más en 
cerebelo que en islotes, esta relación aumenta a 40 veces en el caso del hígado. Sin 
embargo, la deshidrogenasa, se expresa 19 y 13 veces más, respectivamente. Y 
mientras que la expresión de la deshidrogenasa en los tejidos no pancreáticos no es 
estadísticamente significativa, la de la reductasa sí lo es (624,0±26.5% vs. 
3940,7±28.7%; p<0.03). Es decir, que la expresión de la SSA-R es mucho mayor en 
hígado que en ninguno de los otros tejidos estudiados, y mucho mayor que la expresión 







ISLOTES 100,0±24,3 c 100,0±18,3 c 
CEREBELO 383,6±18,3 p<0,002 1445,7±19,5 p<0,001 
HÍGADO 550,4±22,2 p<0,007 1260,0±30,9 p<0,006 
 
SSA-R SSA-dh 
ISLOTES 100,0±27,6 c 100,0±20,8 c 
CEREBELO 624,0±26,5 p<0,02 1926,4±15,2 p<0,001 
HÍGADO 3940,7±28,7 p<0,003 1348,9±51,1 p<0,05 
 
GAD 65 GABA-T 
ISLOTES 100,0±20,4 c 100,0±22,2 c 
CEREBELO 208,5±18,9 p<0,05 381,9±10,3 p<0,001 
HÍGADO --   917,18±34,6 p<0,02 
 
Tabla 8: Expresión de los genes de los enzimas relacionados con el metabolismo del GABA. 
Analizados por genes. Los resultados expresan el valor de 2-∆∆Ct ± S.E.M. en porcentaje de un 
grupo experimental de 6 (islotes), 3 (cerebelo) o 4 (hígado) individuos. El valor 2-∆∆Ct, para cada 
uno de los genes de cada tejido, se calculó respecto al mismo gen expresado en islotes. Los 
resultados fueron analizados estadísticamente aplicando el método T de Student a los valores 
medios y S.E.M. de 2-∆Ct de cada uno de los genes calculado en función del gen control GAPDH.  
 
En cuanto a la expresión del gen del GAD 65 cabe destacar que la expresión en 
islotes es casi del mismo orden que la de cerebelo. La diferencia de expresión es la 
menor de todos los genes estudiados, tan sólo 2 veces más expresada en cerebelo que 
en islotes. Y como cabría esperar, este gen no se expresa en tejido hepático. La GABA-T 
también se encuentra bastante expresada en islotes respecto a cerebelo, ya que este 
gen, al igual que el de la α-KG-dh, tan sólo está 4 veces más expresado en cerebelo que 
en islotes. El hígado, que presenta una gran expresión de los genes que codifican para 
los enzimas de la maquinaria de degradación del GABA, expresa 9 veces más el gen de 




 Las actividades enzimáticas medidas, tanto por absorbancia como por 




fluorescencia nos han permitido cuantificar la actividad SSA-R en hígado y la actividad α-
KG-dh en islotes, que en la valoración por absorbancia, estaban rozando el límite de 
detección del aparato. Esto, además de la ventaja evidente que supone el hecho de ser 
capaces de detectar estas actividades enzimáticas, añade otra ventaja metodológica: el 
ahorro de tejido que supone el método de detección fluorescente. En este método 
reducimos el volumen final de reacción desde 500 µl hasta 250 µl. Al poner el mismo 
volumen del lisado tisular, estamos aumentando al doble su concentración final. En el 
caso de cerebelo e hígado, esto no es especialmente importante, pero sí lo es en el caso 
de los islotes. En el método fluorescente hemos aumentado la concentración inicial del 
lisado tisular al doble (de 6 isl/µl a 12 isl/µl) respecto a las medidas realizadas por 
absorbancia, lo que significa que la concentración real de las proteínas del islote en el 
momento de la medida de la actividad enzimática es cuatro veces la alcanzada en la 
valoración espectrofotomérica. Además, hay que tener en cuenta que la detección 
fluorescente es más sensible que la espectrofotométrica. Todo esto es importante, 
porque significa que con el mismo número de islotes somos capaces de valorar, 
fluorimétricamente, actividades como la α-cetoglutarato deshidrogenasa, que no son 
mensurable con el otro método empleado, el espectrofotométrico. 
 
 La actividad SSA-R se ve inhibida, en todos los tejidos, en mayor o menor 
medida, por KIC 5 mM y no se ve afectada por KB 5 mM. La inhibición por KIC varía 
entre el 40 y el 75%. Sin embargo, la actividad SSA-dh no se ve afectada por KIC 5 mM, 
pero sí por KB 5 mM, que en todos los casos, a excepción de los islotes pancreáticos, 
bloquea totalmente la actividad deshidrogenasa. El caso de los islotes marca una 
diferencia con el resto de tejidos estudiados, ya que el KB no inhibe en absoluto la 
actividad semialdehído succínico deshidrogenasa registrada por absorbancia y, en un 
50%, la registrada por fluorescencia. Esto establece una diferencia con los enzimas de 
los otros tejidos, que podría estar indicando la presencia, en islotes, de una isoforma de 
SSA-dh específica de tejido. La diferencia de efecto del KB 5 mM en islotes según el 
método de medida puede deberse a la mayor sensibilidad del método fluorescente, que 
es capaz de registrar variaciones menores que las que se registran por absorbancia.  
 
Los islotes pancreáticos son el único tejido en el que ambas actividades (SSA-R 
y SSA-dh) son del mismo orden de magnitud, ya que, tanto en cerebelo como en hígado, 
la actividad SSA-dh es un orden de magnitud mayor que la actividad SSA-R. Según los 
datos de expresión génica, en cerebelo, el gen de la deshidrogenasa está 7 veces más 
expresado que el de la reductasa, lo que coincide con la valoración de la actividad 




reductasa, aunque la diferencia no es significativa, lo que está en consonancia con lo 
visto en actividad enzimática. En cuanto a la expresión génica en hígado, ambos genes 
se expresan lo mismo, aunque la actividad enzimática es 10 veces mayor para la SSA-
dh que para la SSA-R. Estas diferencia pueden deberse a que en el registro de la 
actividad enzimática en hígado, el “ruido” de fondo ha sido muy elevado, tanto en las 
medidas por absorbancia, como en las medidas por fluorescencia, por lo que, además de 
registrarse pendientes muy reducidas (tras la sustracción del blanco, que es elevado 
debido al excesivo “ruido” que presenta el lisado hepático), es posible que gran parte del 
NADH o del NADP+ generados en las reacciones específicas, se estuviese consumiendo 
inespecíficamente y, por lo tanto, infravalorando los valores de actividad. Esta misma 
explicación se puede aplicar al hecho de que si se valora la expresión del gen de la 
deshidrogenasa hepática respecto al mismo gen, pero en islotes, la expresión es 10 
veces mayor en hígado que en islotes, aunque los valores de actividad son el doble en 
islotes que en hígado. Lo mismo puede decirse de la reductasa, que según su expresión 
génica es 40 veces mayor en hígado, pero según las valoraciones de actividad 
enzimática es 6.5 veces mayor en islotes. El problema reside, muy probablemente, en la 
alta actividad basal que existe en los lisados hepáticos, y que no existe ni en cerebelo ni 
en islotes.  
 
 La actividad succínico deshidrogenasa se ve inhibida en un 30% por el KB 5 mM 
en los tres tejidos estudiados. El tejido en el que más actividad se registra es en islotes, 
donde la actividad es 3 veces mayor que en hígado, y 6 veces mayor que en cerebelo. 
Sin embargo, en cuanto a expresión génica se refiere, el tejido en el que menos se 
expresa el gen de la succ-dh es en los islotes pancreáticos, siendo 10 veces mayor la 
expresión tanto en cerebelo, como en hígado. El método de detección de la succínico 
deshidrogenasa está basado en la reducción de un compuesto, el DCPIP, tras el 
transporte de electrones por la cadena respiratoria. Al igual que lo sucedido para la SSA-
R y SSA-dh hepáticas, posiblemente, la existencia de otras actividades enzimáticas 
pueda estar consumiendo electrones que deberían reducir el DCPIP. Al no tratarse de 
una solución pura del enzima, los tejidos que más masa proteica aporten, como es el 
caso del cerebelo, y sobre todo del hígado, pueden interferir más en la medida de ciertos 
enzimas. 
 
 Al igual que los otros enzimas deshidrogenasa estudiados, la α-cetoglutarato 
deshidrogenasa, se ve inhibida totalmente por KB 5 mM, a excepción del enzima de los 
islotes, que tan sólo se inhibe en un 65%, lo que al igual que en el caso de la SSA-dh, 




diferencia de los otros enzimas deshidrogenasa, la α-KG-dh sí se ve inhibida por KIC 5 
mM casi en su totalidad, en el caso de islotes e hígado, y en un 65% en el caso del 
enzima cerebelar. La actividad α-cetoglutarato deshidrogenasa es del mismo orden en 
los tres tejidos estudiados y la expresión génica se encuentra en el mismo orden de 
magnitud, aunque es 4 veces mayor en cerebelo que en islotes y 5.5 veces mayor en 
hígado que en islotes. 
 
 Según los datos de expresión génica (tabla 7), en cerebelo, la SSA-dh se 
expresa 6 veces más que la SSA-R y que la α-KG-dh. Y esto es lo que se refleja en las 
medidas de actividad enzimática, donde la actividad SSA-dh es 6 veces mayor que la 
actividad SSA-R y que la actividad α-KG-dh. En islotes, la expresión génica de los tres 
genes es muy similar (de hecho, las diferencia de expresión no son estadísticamente 
significativas) y las actividades enzimáticas son también del mismo orden. Y en el caso 
del hígado, la expresión génica de la reductasa y la deshidrogenasa es 3 veces mayor 
que la de la α-KG-dh, mientras que en actividad enzimática la SSA-dh y la α-KG-dh son 
del mismo orden, pero la SSA-R es 10 veces menor. Pero como he comentado con 
anterioridad, los valores de actividad enzimática medidos en hígado conllevan un error 
intrínseco debido al elevado “ruido” del experimento. 
 
 El hecho de que los valores de expresión génica y actividad enzimática se 
expliquen mucho mejor si se comparan dentro de un mismo tejido que si se comparan 
entre los tres tejidos estudiados no es de extrañar ya que, aunque se ha intentado usar 
un gen control lo más constante posible, se ha descrito en varios estudios que es 
prácticamente imposible encontrar un gen que se exprese de forma constante en todo 
los tejidos o en todas las especies (117). Según el estudio llevado a cabo por Zhu y 
Altmann (117) sobre la continuidad de la expresión de diferentes genes control en varios 
tejidos estudiados, el gen del GAPDH se encuentra 4 veces más expresado en cerebro 
que en hígado, y el de la β-actina, 2 veces más expresado. Sin embargo, las diferencias 
de expresión del rRNA 18S  entre todos los tejidos estudiados son mucho menores 
(inferiores al 10%). El gen que se use como gen control (housekeeping) debe ser aquel 
que nos permita poder analizar y comparar la expresión génica de un mismo gen entre 
varios tejidos distintos, además de comparar la expresión de varios genes dentro de un 
mismo tejido. Por esta razón se eligió como gen control (housekeeping) el rRNA 18S, en 
vez de otros genes como la β-actina o el GAPDH. 
 






 En el estudio de la secreción de insulina se han usado dos procedimientos 
distintos. Por un lado, se ha estudiado el efecto que varios inhibidores de los enzimas del 
shunt del GABA pueden tener sobre la secreción de insulina inducida por glucosa, tras 
una hora de incubación a 37ºC. De esta manera se puede valorar el efecto de 
determinadas sustancias sobre la secreción global de insulina. Por el otro lado, se ha 
comprobado cómo se comportan los islotes en perifusión frente al propio GABA y frente 
a tolbutamida, que es una sulfunilurea que actúa sobre la subunidad Sur1 del canal de 
potasio dependiente de ATP (K+ATP), de manera que lo cierra, generando una 
depolarización celular y desencadenando la exocitosis de insulina. De esta manera, se 
está mimetizando el efecto del ATP sobre la secreción de insulina. El GABA al incluirse 
en las SLMVs estaría consumiendo ATP (80), y esto podría estar afectando directamente 
a los canales de K+ATP e inhibiendo la secreción de insulina. Al añadir tolbutamida 
estamos eliminando esta posibilidad, ya que mantiene cerrados los canales de K+ATP, 
independientemente del contenido de ATP celular. 
 
El estudio de la secreción en incubaciones estáticas nos da una idea del efecto 
global que tienen determinadas sustancias. Sin embargo, mediante el estudio de la 
secreción en perifusión, se pueden visualizar las dos fases que caracterizan la secreción 
de insulina y nos da una información más específica acerca de los efectos concretos de 
estas sustancias. Es decir, que nos ayuda a caracterizar mejor el efecto de las mismas. 
 
B1. CARACTERIZACIÓN DEL EFECTO DEL GABA SOBRE LA SECRECIÓN DE 
INSULINA INDUCIDA POR GLUCOSA  
 
 Se ha descrito con anterioridad que la glucosa puede dirigir parte del GABA 
hacia su catabolismo mitocondrial, y que de esta manera, disminuiría el GABA disponible 
en la célula (75, 84). Por lo tanto, cuando aumenta la glucosa en la célula β, la cantidad 
de GABA disminuye, lo que se corresponde con un aumento de la secreción de insulina. 
 
 También se ha propuesto (97), que el GABA presente en la célula puede estar 
actuando de manera negativa sobre la secreción de insulina debido a que está utilizando 
parte del ATP, necesario para depolarizar la membrana celular, en incluirse en vesículas 
(SLMVs). Este gasto de ATP, y la no depolarización celular, contribuirían a disminuir la 





Para probar esta teoría, hemos diseñado una serie de experimentos en los que 
hemos querido comprobar la inhibición por parte del GABA de la secreción de insulina, 
para lo que hemos usado un precursor permeable del GABA, el etil-GABA (eGABA). 
También hemos querido comprobar cómo afecta el GABA a la electrofisiología celular, 
que tan estrechamente relacionada está con los niveles de ATP y con la exocitosis de los 
gránulos de insulina. 
 
1.- CONTENIDO DE GABA EN PRESENCIA DE eGABA Y GLUTAMINA 1 mM. 
 
Por un lado, hemos comprobado que la hidrólisis del eGABA dentro del islote 
produce cantidades crecientes de GABA y que el contenido de GABA producido por 
eGABA 1 mM es comparable con el GABA producido a partir de glutamina 1mM 
(concentración fisiológica). Para ello, hemos incubado 30 islotes en 70 µl de Krebs-
Ringer bicarbonato suplementado con glutamina 1 mM o diferentes concentraciones de 
GABA. Posteriormente, se valoró el contenido de aminoácidos, tras extraer con 
sulfosalicílico y derivatizar con o-ftalaldehído, según se detalla en “Materiales y 
métodos”. 
 
El contenido de GABA aumenta de manera dosis dependiente con la 
concentración de eGABA extracelular, y además la cantidad de GABA producido por la 
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Figura 35: Contenido de GABA en presencia de diferentes concentraciones de eGABA y de 
glutamina. Grupos de 30 islotes fueron expuestos, por triplicado, durante 1 hora a glutamina 1 mM 
(barra rosa) o a concentraciones crecientes de eGABA (barras azules). Los valores se 
corresponden con las medias ± S.E.M. de un grupo experimental de 6-7 individuos. Los resultados 
fueron analizados estadísticamente según el método T de Student, usando como valor control el 





2.- EFECTO DEL GABA SOBRE LA SECRECIÓN DE INSULINA ESTIMULADA POR 
GLUCOSA 
 
Como el eGABA 1 mM produce la misma cantidad de GABA que la glutamina 1 
mM, quisimos comprobar el efecto que tenía sobre la secreción de insulina estimulada 
por una concentración saturante de glucosa, glucosa 20 mM. Hemos podido constatar 
que el eGABA, a una dosis 1 mM, es capaz de afectar la secreción de insulina 
estimulada por glucosa 20 mM (figura 36). El periodo global de estimulación se ve ligera, 
pero significativamente inhibido por eGABA 1 mM en un 25% (tabla 9). Y aunque la 
primera fase de estimulación no se ve afectada (primeros 10 minutos del periodo de 






















Figura 36: Perifusión de islotes expuestos a glucosa 20 mM (círculos rosa) y a glucosa 20 
mM + eGABA 1 mM (círculos amarillos). El grupo expuesto a eGABA 1 mM fue pre-perifundido, 
durante los últimos tres minutos del periodo basal previo al periodo de estimulación. Cada punto 
representa el valor medio ± S.E.M. de los ng insulina/min secretados, en cada minuto, por grupos 
de 40 islotes, de un grupo experimental de 12 individuos.  
 
       
G20 G20 + eGABA 
 
30 minutos de estimulación 56,0±2,9 42,2±3,2 p<0,005 
10 primeros minutos de la estimulación 10,0±1,1 7,6±0,9 ns 
20 segundos minutos de la estimulación 45,7±2,3 35,4±2,3 p<0,005 
70 minutos totales 85,4±5,6 67,2±5,5 p<0,03 
 
Tabla 9: Insulina (ng) total secretada por los 40 islotes en el periodo de tiempo indicado en 
la perifusión de la figura 12. Los resultados representan el valor medio ± S.E.M. de la insulina 
secretada por 40 islotes (ng insulina/min) en los periodos de tiempo indicados, de un grupo 
experimental de 12 individuos. Los resultados fueron analizados estadísticamente según el método 





Para establecer la dosis de eGABA más apropiada para poder caracterizar su 
acción sobre la secreción de insulina, ensayamos su efecto a través de la realización de 
una dosis respuesta de la secreción de insulina estimulada por glucosa 5, 7 y 20 mM 
frente a distintas concentraciones de eGABA, desde 1 hasta 10 mM (figura 37). Se 
eligieron estas tres concentraciones porque representan, respectivamente, la 
concentración basal de glucosa, a la que se registra una secreción basal, la 
concentración mínima de glucosa que desencadena una respuesta bifásica por parte de 
los islotes, y una concentración de glucosa saturante, frente a la que los islote presentan 
una respuesta secretora muy elevada. Cuando se estimulan los islotes con glucosa 5 
mM, la secreción es escasa y sólo se ve ligeramente disminuida por eGABA 10 mM, 
mientras que al igual que lo visto en el caso de la perifusión, 5 mM de eGABA no 
produce ningún efecto. La estimulación por glucosa 7 mM es la más sensible a la 
presencia de eGABA, ya que 1.5 mM del mismo es capaz de producir una disminución 
significativa de la secreción, alcanzándose el máximo a 5 mM. Sin embargo, 20 mM de 
glucosa no se afecta negativamente por eGABA hasta que este no se añade a una 






























































Figura 37: Dosis respuesta de la secreción de insulina, inducida por glucosa 5 mM, 7 mM y 
10 mM, frente a concentraciones crecientes de eGABA. Los experimentos fueron llevados a 
cabo durante una hora, en incubaciones estáticas de 10 islotes en 1 ml de medio de incubación 
específico para cada condición. Los valores se corresponden con las medias ± S.E.M. de un grupo 
experimental de 12 individuos. Los resultados fueron analizados estadísticamente según el método 
T de Student. 
 
 El eGABA a una dosis de 5 mM, que supone un incremento del contenido de 
GABA dentro del islote de 2.2 veces sobre el contenido alcanzado en presencia de 
glutamina 1 mM, es la dosis mínima para que, a la concentración saturante de glucosa, 




secreción de insulina en perifusiones de islotes. De esta manera, comprobamos que, 
además de inhibir la secreción de insulina durante todo el periodo de estimulación (figura 
38D) (tabla 10), también es capaz de inhibir el pico máximo de secreción de la primera 
fase inducida por glucosa 20 mM (2,21±0,10 vs. 1,66±0,13; p<0,005, n=9). Por lo tanto, 
se usó la dosis de 5 mM de eGABA para caracterizar la inhibición por GABA y el posible 
efecto sobre la disminución de ATP disponible. 
 
Cuando se exponen los islotes a glucosa basal (5 mM) (figura 38A), el eGABA no 
surte ningún efecto, pero al exponerlos a tolbutamida y cerrar los canales de potasio, la 
depolarización celular provoca la aparición de la primera fase de secreción, aunque no la 
segunda. Por lo que se podría decir, que en cierta medida, la primera fase es 


















































































































Figura 38: Perifusión de islotes que se han sometido al efecto de tres concentraciones 
distintas de glucosa en presencia o ausencia de eGABA 5 mM y de tolbutamida 200 µM. En 
el caso del grupo experimental expuesto a eGABA, se realiza una pre-perifusión de tres 
minutos en el periodo basal previo al de estimulación. Los resultados representan el valor 
medio ± S.E.M. de la insulina secretada por 40 islotes (ng insulina/min) en los periodos de tiempo 
indicados, de un grupo experimental de 6 (A), 6 (B), 7 (C) y 9 (D) individuos. Los resultados fueron 
analizados estadísticamente según el método T de Student.  
 
Cuando se exponen los islotes a cantidades de glucosa a las que la célula β 
presenta una respuesta de secreción máxima, como es 20 mM, el eGABA es capaz de 




caso de una concentración elevada de glucosa, como es 10 mM (figura 38C), que ronda 
la concentración fisiológica máxima alcanzada (11.1 mM), la primera fase está 
disminuida en el caso de la adición de eGABA 5 mM, aunque no llega a ser 
estadísticamente significativo. La segunda fase, al igual que en los otros casos, también 
está disminuida. La tolbutamida, en estas condiciones no ejerce ningún efecto ni sobre la 
secreción global estimulada únicamente por glucosa, ni sobre la secreción estimulada 
por glucosa y eGABA. Sin embargo, a nivel más particular, y en todos los casos 
estudiados, se puede observar que cuando los islotes se exponen a eGABA, se retrasa 
un par de minutos la aparición del primer pico de secreción, pero cuando se expone a 
eGABA junto con tolbutamida, se restaura el pico en el mismo minuto en el que aparece 
en la condición control (glucosa) (figura 38). 
 
 
G5 G5+TOLB  G5+eGABA5  G5+eG5+TOLB  
 
MEDIA p MEDIA p MEDIA p MEDIA p* 
30 min. estim. 19,3±3,5 -- 25,6±4,2 ns 13,1±4,4 ns 20,2±2,5 ns 
10 primeros min. estim. 5,9±1,3 -- 10,5±1,7 <0,05 5,8±1,4 ns 10,1±1,2 <0,05 
20 segundos min. estim. 12,4±2,4 -- 15,1±2,5 ns 7,3±3,0 ns 10,1±1,5 ns 
70 min. totales 43,2±7,9 -- 47,8±9,6 ns 30,8±9,3 ns 38,0±5,1 ns 
 
G7 G7+TOLB  G7+eGABA5  G7+eG5+TOLB  
 
MEDIA p MEDIA p MEDIA p MEDIA p* 
30 min. estim. 24,5±3,8 -- 23,5±2,4 ns 8,3±3,8 <0,02 17,2±4,1 ns 
10 primeros min. estim. 6,2±1,3 -- 8,4±1,1 ns 2,1±0,3 <0,03 7,1±1,6 <0,02 
20 segundos min. estim. 18,3±2,5 -- 15,1±1,5 ns 5,1±2,7 <0,01 10,2±2,5 ns 
70 min. totales 41,0±7,5 -- 36,0±4,7 ns 15,9±6,8 <0,04 30,3±8,9, ns 
 
G10 G10+TOLB  G10+eGABA5  G10+eG5+TOLB  
 
MEDIA p MEDIA p MEDIA p MEDIA p* 
30 min. estim. 53,7±6,5 -- 50,3±4,1 ns 37,3±4,1 <0,05 36,7±3,7 ns 
10 primeros min. estim. 14,9±2,3 -- 14,0±1,2 ns 12,0±1,6 ns 11,8±1,1 ns 
20 segundos min. estim. 38,9±4,2 -- 36,3±3,1 ns 25,3±2,8 <0,02 24,9±2,6 ns 
70 min. totales 95,6±14,1 -- 87,7±9,5 ns 64,6±8,4 ns 65,5±8,5 ns 
 
G20 G20+TOLB  G20+eGABA5  G20+eG5+TOLB  
 
MEDIA p MEDIA p MEDIA p MEDIA p* 
30 min. estim. 56,7±2,9 -- 55,3±5,0 ns 41,8±2,2 <0,001 42,0±1,9 ns 
10 primeros min. estim. 15,0±0,9 -- 15,5±1,5 ns 12,8±0,8 ns 12,2±0,6 ns 
20 segundos min. estim. 41,7±2,4 -- 40,6±3,7 ns 29,1±1,8 <0,001 29,8±1,6 ns 
70 min. totales 99,3±5,2 -- 109,8±3,6 ns 79,3±6,4 <0,03 76,1±6,2 ns 
 
Tabla 10: Insulina (ng) total secretada por los 40 islotes en el periodo de tiempo indicado en 
la perifusión de la figura 13. Los islotes se expusieron a glucosa 5, 7, 10 y 20 mM en presencia o 
ausencia de tolbutamida 200 µM y eGABA 5 mM. Los resultados representan el valor medio ± 
S.E.M. de la insulina secretada por 40 islotes (ng insulina/min) en los periodos de tiempo 
indicados, de un grupo experimental de 6, 6, 7 y 9 individuos, respectivamente. Los resultados 
fueron analizados estadísticamente según el método T de Student. Se tomó como condición 




cada caso), salvo para la condición estimulada con glucosa, eGABA 5 mM y tolbutamida 200 µM, 
cuya condición control es glucosa + eGABA 5 mM (p*). 
 
La glucosa 7 mM es suficiente para estimular la secreción bifásica de insulina, 
pero no es aún suficiente como para desencadenar el máximo efecto secretor por parte 
de las células β. En estas condiciones, el eGABA 5 mM es capaz de inhibir tanto la 
primera, como la segunda fase de la secreción (figura 38B) (tabla 10). Y la adición de 
tolbutamida es capaz de restaurar tan sólo la primera fase, no así la segunda. 
 
 Cuando el precursor permeable del GABA (eGABA) penetra en la célula se 
hidroliza en GABA y etanol, por lo que para descartar cualquier posible artefacto 
producido por el producto hidrolizado del eGABA en el interior celular (etanol), quisimos 
comprobar el efecto de otro precursor permeable del GABA, el éster metílico del mismo: 
mGABA. Para ello, llevamos a cabo una dosis respuesta de la secreción de insulina 
estimulada por la concentración de glucosa más sensible a la presencia de GABA 
(glucosa 7 mM), frente a distintas concentraciones de ambos precursores (desde  1 mM 




























































Figura 39: Dosis respuesta de la secreción de insulina, inducida por glucosa 7 mM, frente a 
concentraciones crecientes de eGABA y mGABA. Los experimentos fueron llevados a cabo 
durante una hora, en incubaciones estáticas de 10 islotes en 1 ml de medio de incubación 
específico para cada condición. Los valores se corresponden con las medias ± S.E.M. de un grupo 
experimental de 12 individuos. Los resultados fueron analizados estadísticamente según el método 
T de Student. 
 
El mGABA se comporta igual en cuanto al contenido de GABA que se alcanza en 
el interior de los islotes. Se valoró el contenido producido por una concentración de 
mGABA de 1.5 mM, y resultó no diferir ni del contenido alcanzado tras la incubación con 
eGABA 1.5 mM (118.25±36.15 pmol/µg proteína, n=6 vs. 74.55±19.70 pmol/µg proteína, 
n=4; ns) ni con el contenido alcanzado tras la incubación con glutamina 1 mM 




cantidad de GABA que produce el eGABA 5 mM tampoco difiere de la alcanzada con 
mGABA 5 mM (175.30±21.33 pmol/µg proteína, n=11 vs. 195.69±33.23 pmol/µg 
proteína, n=6; ns). El mGABA 5 mM, además, incrementa el contenido de GABA de 
manera significativa respecto al GABA producido en presencia de glutamina 1 mM 
(78.93±16.82, n=4 vs. 195.69±33.23, n=6;p<0.03) (incremento de 2.4 veces), de igual 
manera que lo hacía el eGABA 5 mM (78.93±16.82, n=4 vs. 175.30±21.33, n=11;p<0.03) 
(2.2 veces). 
 
Para eliminar también la posibilidad de que el etanol producido tras la hidrólisis 
del eGABA en el interior celular pueda estar afectando la secreción de insulina, 
valoramos el efecto que pudiese tener sobre la misma. Pudimos comprobar que no 
existe ninguna variación de la secreción por ninguna de las dos concentraciones 




G7 8,51±2,17 -- 
G7 + etOH 0,02% 9,10±1,36 ns 
G7 + etOH 0,03% 9,53±1,04 ns 
 
Tabla 11: Secreción de insulina estimulada por glucosa 7 mM en presencia o ausencia de 
etanol. Los islotes fueron expuestos a glucosa 7 mM, a glucosa y etanol al 0.02% (v/v) o a glucosa 
y etanol al 0.03%. Los experimentos fueron llevados cabo durante 1 hora, en incubaciones 
estáticas de 10 islotes en 1 ml del medio de incubación específico para cada condición. Los 
valores se corresponden con las medias ± S.E.M. de un grupo experimental de 7 individuos. (ns: 
no significativo) 
 
3.- EFECTOS ELECTROFISIOLÓGICOS DEL ATP SOBRE LA CÉLULA β. 
 
 En colaboración con los profesores Mathias Braun y Patrick Rorsman, del Centro 
para la Diabetes de la Universidad de Oxford, hemos desarrollado un estudio 
electrofisiológico del efecto del GABA sobre las células β de los islotes pancreáticos de 
rata, para intentar caracterizar mejor la forma en la que el GABA inhibe la secreción de 





Figura 40: Medida del potencial de membrana de una células β, en presencia de glucosa 10 
mM (configuración: “perforated patch whole-cell”; célula completa perforada). En los paneles 
A y C superiores se representan las medidas del potencial de membrana en presencia de glucosa 
10 mM, eGABA 5 mM y tolbutamida 100 µM, donde se indica. Las medidas fueron interrumpidas 
para medir la conductancia de la membrana (parte inferior de los paneles A y C), donde aparece 
indicado por las flechas y las letras i-iii. En los paneles B y D se representan los valores medios ± 
S.E.M. para el potencial de membrana (Vm) (parte superior) y para la conductancia de la misma 
(Gm) (parte inferior) de un grupo experimental de 5-6 individuos. Los resultados fueron analizados 
estadísticamente por el método T de Student. (*p<0.05, **p<0.001) 
 
En las figuras 40A y 40B aparece representada la medida del potencial de 
membrana y de la conductancia iónica, medido en una célula β metabólicamente intacta, 
en presencia de glucosa 10 mM. En la condición control (i), en la que no hay eGABA en 
el exterior celular, por lo que tampoco hay GABA en el interior celular, el potencial de 




mM está generando suficiente ATP como para cerrar los canales K+ATP y producir la 
depolarización celular que conlleva la exocitosis de los gránulos de insulina. En estas 
condiciones, la conductancia iónica es reducida. Sin embargo, cuando se añade eGABA 
5 mM, y éste penetra en la célula β, se aprecia una clara hiperpolarización de la 
membrana, que alcanza un potencial de -50 mV (ii), aumentando claramente la 
conductancia iónica. Cuando el eGABA es lavado del medio extracelular, se restaura el 
potencial de membrana de la condición control (depolarizada) (iii) y la conductancia 
disminuye, también, hasta los niveles control. Cuando se añade tolbutamida 100 µM al 
entorno celular, se produce una rápida depolarización y una disminución clara de la 
conductancia (figura 40C y 40D). Es decir, que los efectos que ejerce el eGABA tanto 
sobre el potencial de membrana, como sobre la conductancia iónica, se pueden atribuir a 
la afectación de los canales K+ATP. Al añadir tolbutamida y cerrar los canales K+ATP, se 
vuelve a depolarizar la membrana, aún en presencia de eGABA 5 mM. 
 
Se ha demostrado con anterioridad que las células β de rata expresan tanto el 
receptor GABAB, como una proteína G asociada a este receptor (76, 118). Para 
descartar que el efecto sobre el potencial de membrana, que estamos viendo, se deba a 
la unión, en la parte externa de la membrana plasmática, del eGABA con este receptor 
GABAB, llevamos a cabo una serie de experimentos en los que se valoró el potencial de 
membrana producido por la exposición de una célula β a GABA 5 mM. El GABA, a 
diferencia del eGABA, no penetra en la célula, por lo que es la forma apropiada para 
estudiar el posible efecto sobre el potencial de membrana o la conductancia que pudiese 
ejercer a través de los receptores GABAB. Pero no se observaron diferencia tras la 
exposición a GABA 5 mM ni sobre el potencial de membrana (-20±7 mV, n=5 vs. -18±7 
mV, n=5), ni sobre la conductancia iónica (0.06±0.01 nS/pF, n=5 vs. 0.05±0.01 nS/pF, 
n=5). Es decir, que el GABA no ejerce su efecto sobre el potencial de membrana a través 
de los receptores metabotrópicos del GABA, sino que su efecto es ejercido desde el 
interior celular. 
 
También quisimos descartar que el efecto que ejerce el GABA desde el interior 
celular fuese producido por una acción directa sobre los canales K+ATP. Para ello usamos 
trozos (patchs) de membrana aislados, de manera que se pudo aislar el efecto de los 
canales K+ATP sobre el potencial de membrana. En la figura 41A se puede ver cómo la 
adición de ATP 100 µM cierra los canales, que estaban previamente abiertos. La adición 
de eGABA 5 mM no reactiva estos canales. Y no es hasta la retirada del ATP, que los 




los canales de potasio dependientes de ATP o una posible degradación de los mismos 
tras el proceso experimental. 
 
En la figura 41B se representa el efecto de la preincubación de los islotes con 
bafilomicina A1 100 nM (inhibidor de la ATPasa de tipo V). Mientras que en la condición 
control (incubación con DMSO, solvente para la bafilomicina A1) la adición de eGABA 5 
mM supone una hiperpolarización de la membrana y un aumento de la conductancia, en 
el caso de la preincubación con este inhibidor de la V-ATPasa, la adición de eGABA 5 
mM carece de efecto alguno. 
 
 
Figura 41: Efecto del ATP sobre el potencial de membrana y la conductancia. A: Medida de la 
actividad del canal K+ATP (configuración: insude-out membrana patch; trozo de membrana con el 
interior hacia el exterior). Tanto el ATP 0.1 mM como el eGABA 5 mM se añadieron al medio que 
baña los trozos de membrana, cuando está indicado en la figura. B: se representa el valor medio ± 
S.E.M. del efecto del eGABA, sobre el potencial de membrana (Vm) panel superior y sobre la 
conductancia (Gm) (panel inferior),  de células pretratadas durante 15 minutos con 0.05% de 
DMSO (izquierda) (condición control) o con 100 nM de bafilimicina A1 (derecha). Los experimentos 
se llevaron a cabo en un grupo experimental de 5-6 individuos. Los resultados fueron analizados 
estadísticamente por el método T de Student. (**p<0.01). 
 
4.- EFECTO DEL GABA SOBRE LA EXOCITOSIS DE LOS GRÁNULOS DE INSULINA  
 
 Para investigar el efecto del GABA sobre la secreción de los gránulos de 
insulina, para comprobar que la hiperpolarización de la membrana que produce, 




llevamos a cabo un estudio de la capacitancia de la membrana de una célula completa. 
La capacitancia es directamente proporcional a la exocitosis registrada en una célula, por 
lo que cuanto mayor es una, mayor es la otra. En la figura 42 aparece reflejado como, en 
presencia de glucosa 10 mM, la aplicación de sucesivos pulsos depolarizantes genera un 
aumento progresivo de la capacitancia. Este aumento se ve reducido en un 75% en 




Figura 42: Valoración del incremento de capacitancia de la membrana (exocitosis) generada 
por un tren de depolarizaciones (1 Hz cada 2 minutos) (configuración: célula completa). A: Se 
valoró la capacitancia en las condiciones control (glucosa 10 mM), tras la aplicación de eGABA 5 
mM y tras el lavado de esta sustancia. B: Se representan los valores medios del aumento de 
capacitacia ± S.E.M. (∆Cm) normalizados según el tamaño de la célula, de un grupo experimental 





La glutamina plasmática, en condiciones fisiológicas puede llegar a alcanzar 
valores cercanos a 1 mM (119). Además, es conocido que la glutamina es el principal 
precursor del GABA (120, 121). Hemos podido comprobar que se produce un incremento 
progresivo del contenido de GABA en los islotes, tras la incubación con diferentes 
cantidades de eGABA (figura 35). Además, hemos comprobado también que la cantidad 
de GABA producido en presencia de eGABA 1 mM es igual que la producida por 
glutamina 1 mM. Por lo tanto, esta cantidad de GABA, que es posiblemente alcanzable 
en condiciones fisiológicas a partir de la glutamina plasmática, es capaz de disminuir 
ambas fases de la secreción de insulina estimulada por glucosa 20 mM, siendo 
estadísticamente significativa la inhibición ejercida durante los 30 minutos de 





Pero para poder caracterizar el efecto del GABA sobre la secreción de insulina, 
decidimos emplear una concentración mayor, que nos asegurase una inhibición clara. La 
adición de eGABA 5 mM no tiene efecto sobre la estimulación por glucosa 5 mM, pero sí 
en el resto de las dosis empleadas, incluso sobre glucosa 20 mM, la concentración de 
glucosa saturante. Glucosa 5 mM es la concentración basal de glucosa, que no tiene 
ningún efecto sobre la secreción, así que, lógicamente, es difícil apreciar ningún efecto 
por parte del eGABA (figura 37). 
 
En condiciones fisiológicas, la concentración de glucosa que se alcanza en 
plasma tras la ingesta de comida puede llegar hasta 11.1 mM (200 mg/dl) (122), por lo 
que 10 mM ronda la concentración máxima alcanzada en los islotes pancreáticos en 
condiciones fisiológicas. La dosis de 20 mM de glucosa supone una concentración 
saturante, en la que la producción de energía (ATP) en el ciclo de Krebs, alcanza, 
también, unos niveles elevados. En ambas condiciones se han alcanzado unas 
concentraciones elevadas de ATP, que por sí mismas, son suficientes para cerrar los 
canales K+ATP y desencadenar la máxima secreción de insulina. En estas condiciones, la 
adición de eGABA 5 mM produce una inhibición de la segunda fase, pero no de la 
primera. En experimentos previos en nuestro laboratorio (97) se ha determinado que la 
presencia de eGABA produce una disminución del contenido de ATP celular. Pero es 
posible que esta disminución, en presencia de elevadas cantidades de glucosa (20 mM), 
no sea suficiente como para afectar al cierre de los canales K+ATP. Sin embargo, cuando 
se trata de una estimulación con glucosa 7 mM, que no alcanza los valores máximos de 
producción de ATP, la adición de eGABA es suficiente para desviar el ATP, que en 
condiciones normales se usaría para cerrar los canales de potasio, y gastarlo en la 
inclusión del GABA en las SLMVs. De hecho, en la valoración del potencial de 
membrana en presencia de glucosa 10 mM, se ha comprobado que el eGABA 5 mM 
genera una hiperpolarización de la membrana (-50 mV) que alcanza casi los valores de 
la membrana en reposo (-70 mV) y hace que aumente la conductividad iónica 2.75 
veces. En estas condiciones, la capacitancia, la exocitosis de los gránulos de insulina 
está disminuida en un 75%, por lo que la relación entre presencia de GABA, disminución 
del contenido de ATP, hiperpolarización, exocitosis y secreción de insulina, está clara en 
estas condiciones. Sin embargo, cuando se valoró el comportamiento electrofisiológico 
de la célula β en presencia de glucosa 20 mM y eGABA 5 mM, los resultados fueron 
distintos a los observados con glucosa 10 mM. El potencial de membrana experimentó 
una leve hiperpolarización (-6±6 mV, n=5 vs. -16±7 mV, n=5; p<0.05) y la conductancia 
apenas se vio ligeramente elevada (0.05±0.01 nS/pF, n=4 vs. 0.08±0.02 nS/pF, n=4; 





La adición de tolbutamida 200 µM tan sólo tiene efecto en el caso de la 
estimulación con glucosa 5 mM y 7 mM. En el caso de glucosa 5 mM, es capaz de 
desencadenar la primera fase de secreción, que no se estaba dando en presencia del 
azúcar. Y en el caso de glucosa 7 mM, es capaz de restaurar la primera fase de 
secreción que había desaparecido al añadir eGABA 5 mM. La tolbutamida cierra los 
canales de potasio, emulando el efecto del ATP sobre ellos. Es decir, que la primera fase 
de secreción es totalmente dependiente de los canales K+ATP y, por lo tanto, del ATP 
celular. El pico máximo alcanzado, en presencia de tolbutamida, es también dependiente 
de la cantidad de glucosa presente en la célula β. Cuando está en presencia de 
concentraciones bajas de glucosa (5 mM y 7 mM), el pico máximo de la primera fase 
generado por tolbutamida, no difiere entre sí, pero sí de aquel generado en presencia de 
concentraciones elevadas de glucosa (10 mM y 20 mM). En estas condiciones, además, 
el pico máximo no difiere entre las situaciones control y las expuestas a tolbutamida. 
Cuando la glucosa no es muy elevada, el ATP que se está produciendo en el ciclo de 
Krebs ejerce un efecto menor sobre los canales de potasio que el efecto que ejerce la 
tolbutamida 200 µM sobre los mismos. Sin embargo, en presencia de concentraciones 
de glucosa mayores que 10 mM, la cantidad de ATP producido tras la oxidación 
metabólica del azúcar, produce un efecto sobre los canales que ya es mayor que la 
depolarización ejercida por la tolbutamida 200 µM y la adición de la sulfunilurea no 
genera ningún cambio en los picos de secreción ya alcanzados por la glucosa. Tanto los 
valores de conductancia, como los de potencial de membrana, son rápidamente 
restaurados a los valores generados por la glucosa 10 mM, cuando, tras la incubación 
con eGABA 5 mM, son expuestos a tolbutamida 100 µM. Por lo tanto, aparentemente, el 
efecto sobre el potencial de membrana y sobre la conductancia está siendo ejercido a 
través de la disminución del contenido de ATP intracelular, lo que está provocando una 
apertura de los canales K+ATP. Estos valores se restauran con la adición de tolbutamida, 
lo que revierte la inhibición de la primera fase de la secreción. Es decir, que en esta 
primera fase, hay una relación directa entre ATP, canales de potasio y exocitosis de 
insulina. 
 
La segunda fase de la secreción también se ve inhibida por el eGABA 5 mM, en 
todos los casos estudiados. Pero, como he explicado anteriormente, el efecto de la 
tolbutamida sólo se puede apreciar en el caso de la estimulación con glucosa 7 mM. Por 
lo tanto, voy a basar mis comentarios posteriores en este experimento. La adición de 
tolbutamida no es capaz de recuperar la segunda fase de la secreción, inhibida 




de potasio para que la segunda fase tenga lugar. Es decir, que, durante la segunda fase 
de la secreción, el ATP se está empleando en alguna otra función, diferente al bloqueo 
de los canales K+ATP. 
 
Existen diferentes grupos de gránulos de secreción dentro de la célula β, según 
su disponibilidad para ser liberados (44). Los que están listos para ser liberados son el 
grupo ya cebado (RRP), y no constituyen más del 0.3 - 2.2% del total de los gránulos. 
Estos son los gránulos que, junto al “otro grupo” de gránulos anclados a la membrana 
(docked, 10%), tan sólo necesitan que la membrana celular se depolarize por la acción 
directa del ATP sobre los canales K+ATP y que entre calcio a través de los canales 
dependientes de voltaje. Estos gránulos son los que se liberan durante la primera fase. 
Sin embargo, la segunda fase necesita que la glucosa, o un determinado secretagogo, 
genere una serie de señales que hagan que el último grupo de gránulos, los que se 
corresponden con la reserva intracelular (90%), sean anclados y cebados a la membrana 
para ser liberados posteriormente (6).  
 
Por lo tanto, si el GABA inhibe las dos fases, y la tolbutamida es capaz de 
recuperar tan sólo la primera, es porque el GABA ejerce su acción negativa a través de 
la disminución de ATP disponible para cerrar los canales de potasio. Pero si la segunda 
fase no se recupera con la adición de tolbutamida, es porque el ATP, en esta segunda 
fase, no se emplea en cerrar los canales de potasio, sino que tiene otra función como 
mensajero intracelular. 
 
 Con el propósito de despejar las posibles dudas sobre un posible artefacto 
generado por el etil-derivado del GABA (eGABA), realizamos ciertas pruebas para 
descartarlo. Por un lado, probamos el efecto secretor de otro derivado permeable del 
GABA, su metil-derivado, el metil-GABA (mGABA). Comprobamos, en una dosis 
respuesta, que ambos inhiben la secreción estimulada por glucosa 7 mM de manera 
dosis dependiente, alcanzando unos valores similares de inhibición de la secreción 
(36%-47%) a la concentración máxima ensayada (10 mM)  (eGABA: 4.04±0.43 pg 
insulina/min.islote, n=5 vs. mGABA: 5.33±1.07 pg insulina/min.islote, n=5). Además, el 
contenido de GABA generado por ambos es equiparable entre sí. Por lo tanto, se puede 
descartar que el efecto del eGABA sea un artefacto producido por el etanol que se 
genera en el interior celular tras la hidrólisis de este precursor permeable del GABA. 
 
 Cuando el eGABA penetra en la célula, es hidrolizado en GABA y en etanol. Con 




secreción de insulina, también investigamos el efecto de dos concentraciones distintas 
sobre la secreción estimulada por glucosa 7 mM. Los resultados también descartaron la 
posibilidad de un efecto inespecífico del etanol. 
 
 Ya que, como hemos comprobado, el GABA no ejerce su efecto a través de la 
acción directa ni sobre receptores extracelulares (GABAB), ni sobre el canal de potasio 
(K+ATP), desde el interior celular, cobra sentido la idea de que es su inclusión en 
vesículas, a través del transportador VIAAT, lo que está haciendo disminuir el contenido 
de ATP celular. El transportador VIAAT transporta GABA al interior vesicular a la vez que 
transporta al citosol un protón (H+). Este H+ ha sido incluido previamente en las vesículas 
por la acción de una ATPasa vesicular, hidrolizando una molécula de ATP. Por lo tanto, 
si inhibimos esta ATPasa, con la bafilomicina A1, estamos impidiendo que se gasten 
ATPs para incluir H+ en las vesículas, y por lo tanto, también impedimos que el GABA se 
incluya en las mismas, de manera que cesaría su efecto negativo sobre la secreción de 
insulina. En la figura 40B se puede apreciar que, mientras que el eGABA 5 mM produce 
una hiperpolarización y un aumento de la conductancia, cuando es añadido en presencia 
de bafilomicina 100 nM, no produce ningún cambio en ninguno de los dos parámetros. 
Es decir, que se estaría confirmando la idea de que el gasto de ATP generado por la 
inclusión de GABA en las vesículas, reduce la exocitosis de los gránulos de insulina, 
mediante la apertura de los canales de potasio y la hiperpolarización de la membrana 
plasmática. 
 
B2. EFECTO DE LA INHIBICIÓN DE VARIOS ENZIMAS DEL SHUNT DEL GABA 
SOBRE LA SECRECIÓN DE INSULINA ESTIMULADA POR GLUCOSA 
 
 Una vez caracterizado el efecto del GABA sobre la secreción de insulina, 
quisimos valorar el efecto que, sobre la secreción de insulina, podría tener inhibir 
determinados enzimas del shunt del GABA. Para ello estudiamos, durante 1 hora, la 
secreción hormonal producida por 10 islotes estimulados en 1 ml de Krebs-Ringer-
bicarbonato suplementado con glucosa, a diferentes concentraciones, en presencia o 
ausencia de inhibidores conocidos del enzima GAD65/67 (L-alilglicina 10 mM y 
mercaptopropionico 3 mM) o de cetobutírico 5 mM que, como se ha demostrado 
anteriormente, es un potente inhibidor de los enzimas SSA-dh (50%), succ-dh (30%) y α-
KG-dh (75%). 
 






Sobre glucosa 20 mM, el KB 5 mM tiene un claro efecto inhibidor, que reduce la 
secreción en un 85 % (70.92±6.98 vs. 11.44±3.12; p<0.001). Sobre glucosa 5 mM el 
efecto es aparentemente inexistente, pero en ausencia de algún estímulo secretor, el 
efecto es potenciador de la secreción (350%) (1.91±.70 vs. 6.96±0.67; p<0.001) (figura 
43). Sin embargo, si se compara el poder secretor del KB en las tres condiciones 
estudiadas (6.96±0.67,n=6 vs 7.01±0.63, n=6; ns. 6.96±0.67, n=6 vs. 11.44±3.12, n=6; 
ns. 7.01±0.63, n=6 vs. 11.44±3.12, n=6), se puede observar que los picogramos de 
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Figura 43: Efecto del KB 5 mM sobre la secreción de insulina inducida por glucosa. Los 
experimentos fueron llevados a cabo durante una hora, en incubaciones estáticas de 10 islotes en 
1 ml de medio de incubación específico para cada condición. Los valores se corresponden con las 
medias ± S.E.M. de un grupo experimental de 6 individuos. Los resultados fueron analizados 
estadísticamente según el método T de Student. 
 
 Tratamos de estudiar más a fondo el efecto del cetobutírico sobre la secreción, 
por lo que llevamos a cabo una dosis respuesta del KB sobre la secreción inducida por 
glucosa 5 y 20 mM (figura 44). En presencia de glucosa 5 mM, el KB, a las dosis 
estudiadas, no ejerce ningún efecto. Pero, en presencia de una concentración 
estimulante de glucosa (20 mM), es capaz de reducir en más de un 60% la secreción de 
insulina a una dosis de 1 mM (41.36±5.76 vs. 15.29±5.92; p<0.04), alcanzando una 




































Figura 44: Dosis respuesta de la secreción de insulina inducida por glucosa 5 y 20 mM 
frente a diferentes concentraciones de KB. Los experimentos fueron llevados a cabo durante 
una hora, en incubaciones estáticas de 10 islotes en 1 ml de medio de incubación específico para 
cada condición. Los valores se corresponden con las medias ± S.E.M. de un grupo experimental 
de 6 individuos. Los resultados fueron analizados estadísticamente según el método T de Student. 
 
2.- EFECTO DE INHIBIDORES DE GAD65/67 SOBRE LA SECRECIÓN DE INSULINA 






























Figura 45: Efecto de dos inhibidores de GAD65/67 sobre la secreción de insulina inducida 
por glucosa. La L-alilglicina (AllGly) se usó una dosis de 10 mM y el mercaptopropiónico (MP3) a 
una dosis de 3 mM. Los experimentos fueron llevados a cabo durante una hora, en incubaciones 
estáticas de 10 islotes en 1 ml de medio de incubación específico para cada condición. Los valores 
se corresponden con las medias ± S.E.M. de un grupo experimental de 6 individuos. Los 
resultados fueron analizados estadísticamente según el método T de Student. 
 
Se ha ensayado el efecto que dos inhibidores de GAD65/67 tienen sobre la 
secreción de insulina inducida por diferentes concentraciones de glucosa (figura 45). La 
L-alilglicina, pero no su isómero D-alilglicina, es el precursor permeable del verdadero 




alilglicina 10 mM no tuvo efecto alguno sobre la secreción en presencia de pequeñas 
concentraciones de glucosa, sí produjo un ligero aumento secretor (43%) cuando se 
estimularon los islotes con glucosa 20 mM. El mercaptopropiónico 3 mM, que es un 
inhibidor mucho más potente del mismo enzima y que no necesita ser metabolizado para 





Como vimos en el apartado anterior, el KB 5 mM reduce la actividad SSA-dh a la 
mitad, por lo que estaría impidiendo parcialmente la conversión del GABA celular en 
succínico y su posterior metabolización oxidativa en el ciclo de Krebs. Por otro lado, está 
también inhibiendo, aunque no en su totalidad, el paso de α-cetoglutarato a fumarato 
mediante la inhibición de la α-cetoglutarato deshidrogenasa. Y aunque también inhibe la 
succínico deshidrogenasa en un 30%, la inhibición mayor se ejerce sobre la α-KG-dh, 
por lo que es este enzima el que marca el ritmo del ciclo de Krebs. Es decir, que el KB 5 
mM está reduciendo en un 75% la velocidad del TCA. La SSA-dh también está inhibida, 
por lo que se reducen a la mitad los carbonos que entran en el ciclo de Krebs 
procedentes de la degradación del GABA. Pero además, como el KB 5 mM también 
reduce la actividad succínico deshidrogenasa en un 30%, la velocidad de metabolización 
del GABA en el ciclo de Krebs está significativamente reducida. Es decir, que en 
presencia de KB 5 mM hay una disminución del metabolismo oxidativo de la glucosa y 
del GABA, que se ve reflejada en una disminución del 75-85% en la secreción de 
insulina. También cabe destacar que la secreción de insulina que se registra en 
presencia de KB 5 mM y cualquiera de las concentraciones estudiadas de glucosa, es 
siempre la misma y, además, es mayor que la que se registra en ausencia de glucosa. 
Esto hace pensar en la posibilidad de que esta secreción basal y constante sea debida al 
propio metabolismo del KB. El KB es un intermediario del catabolismo de la treonina y de 
la metionina, que termina metabolizandose en el ciclo de Krebs en forma de succinil-CoA 
(124). Como el paso por la α-KG-dh está limitado en un 75%, es posible que se esté 
desviando el flujo metabólico hacia la síntesis de GABA. Pero el metabolismo oxidativo 
del GABA en el shunt del GABA está también limitado porque tanto la SSA-dh, como la 
succ-dh están inhibidas parcialmente en presencia del propio KB. Por lo tanto, la 
metabolización del GABA generado está reducida en gran parte. Es posible que el SSA 
producido se esté reduciendo a GHB, a través de la SSA-R, que no se ve afectada por el 
KB, de manera que se desvían los carbonos de la entrada al ciclo de Krebs, 




insulina que genera este cetoácido. En presencia de glucosa, el paso por la α-KG-dh 
está igualmente reducido por el KB, por lo que el ritmo de oxidación en el ciclo de Krebs 
es el mismo que en ausencia de glucosa, así que la escasa producción de ATP es la 
misma en presencia o en ausencia de glucosa. 
 
El mercaptopropiónico tiene, posiblemente, efectos tóxicos sobre la célula, ya 
que anula incluso la, ya de por sí, escasa secreción basal de insulina en islotes no 
estimulados. Sin embargo, la tendencia que tiene la L-alilglicina a aumentar la secreción, 
que se aprecia en islotes estimulados con glucosa 20 mM, podría ser reflejo del efecto 
específico sobre el enzima GAD65/67. Si se inhibe la formación de GABA a partir de 
glutamato, se está aumentando, por un lado, el glutamato disponible para que la 
glutamato deshidrogenasa lo reduzca a α-cetoglutarato, y así contribuir a la formación de 
ATP. Y por otro lado, se está disminuyendo la cantidad de GABA que podría estar 
utilizando ATP para incluirse en las SLMVs, de manera, que dejaría de consumir ATP, 
que quedaría disponible para contribuir a la secreción de los gránulos de insulina.  
 
Por lo tanto, si bloquear un enzima del shunt del GABA afecta a la secreción de 
insulina estimulada por glucosa, es posible que la glucosa esté participando en el 
metabolismo del GABA. Se ha descrito que la GDH trabaja, realmente, 8 veces más en 
el sentido de aminación que en el sentido de desaminación (20). Y es posible que 
cuando se exponen los islotes a concentraciones saturantes de glucosa, se estén dando 
las condiciones propicias para que parte del α-cetoglutarato formado a partir de la 
glucosa, se transforme en glutamato. Y este glutamato, posteriormente, se transformaría 
en GABA. En este caso, la formación de GABA a partir de glucosa estaría desviando 
carbonos del ciclo de Krebs y, además, generando un metabolito que gasta ATP para 
incluirse en las SLMVs. En presencia de KB, que inhibe parcialmente la α-KG-dh, se 
estaría favoreciendo la acumulación de α-KG. Estas condiciones serían propicias para 
que la GDH aminase el α-KG a glutamato, que posteriormente se descarboxilaría a 
GABA. Pero como el KB también reduce la actividad de la SSA-dh y de la succ-dh, 
tampoco se estaría favoreciendo la oxidación del GABA. En estas condiciones, es 
posible que exista un aumento de los carbonos que se metabolizan a GHB, que es el 
producto de reacción de la SSA-R, que metabolizaría el semialdehído succínico que no 
se estuviese oxidando por la SSA-dh.  
 






 Una vez analizado el efecto negativo del GABA sobre la secreción de insulina, 
quisimos comprobar cómo variaban tanto el GABA, como determinados aminoácidos 
relacionados (glutamato, glutamina o aspártico) en presencia de diferentes 
concentraciones de glutamina, que es el aminoácido precursor del GABA. 
 
 Valoramos el contenido de estos aminoácidos tras incubar 30 islotes durante 1 
hora en 70 µl de Krebs-Ringer-bicarbonato, en presencia de glutamina 0, 0.5 mM y 10 
mM. Tras esa hora de incubación, se retiró el medio y se lavaron los islotes para eliminar 
la glutamina. Posteriormente, se incubaron de nuevo con Krebs-Ringer-bicarbonato con 
o sin glucosa 20 mM, pero sin glutamina. Este medio de incubación fue en el que se 
valoraron los aminoácidos tras derivar con o-ftaladialdehido. Para valorar el contenido, 
se extrajeron los aminoácidos de los islotes con sulfosalicilíco al 35% y posteriormente 
se derivatizó y midió, cada una de las muestras, por HPLC (figura 46). 
 
El contenido de glutamina no varió en ninguna de las condiciones ensayadas, 
manteniéndose alrededor de 2 pmoles/µg proteína. Sin embargo, la liberación fue 
aumentando con la glutamina exógena y, en el caso de la exposición a 10 mM, que 
supone saturar la célula con este aminoácido, la incubación con glucosa 20 mM hace 
disminuir la liberación en un 30% (79.5±10.9, n=8 vs. 54.1±2.0, n=5; p<0.05), aunque no 
su contenido. Por lo tanto, si su contenido no varía, pero sí disminuye la liberación, 
podemos asumir que, en presencia de glucosa 20 mM, hay una metabolización de la 
glutamina.  
 
El contenido de aspartato, que es un aminoácido derivado, en último termino, de 
la glutamina (125), también aumenta con la exposición a concentraciones crecientes de 
glutamina, aunque no hay diferencias significativas entre la incubación con o sin glucosa 
20 mM (figura 46A, 46C, 46E). Sin embargo, la liberación, aunque sí es mayor cuanto 
mayor es la concentración de glutamina a la que se expusieron los islotes, se ve 
afectada negativamente por la incubación con glucosa 20 mM, disminuyendo entre un 














































































































































Figura 46: Contenido y liberación de aminoácidos en presencia de glucosa y glutamina. 
Grupos de 30 islotes fueron expuestos por triplicado, durante 1 hora, a cada condición. Se 
valoraron tanto contenido (A, C y E) como liberación (B, D y F) de aminoácidos en ausencia o 
presencia de glucosa 20 mM, frente a tres concentraciones distintas de glutamina: 0 mM (A y B), 
0.5 mM (C y D) o 10 mM (E y F). Los valores se corresponden con las medias ± S.E.M. de un 
grupo experimental de 6-8 individuos. Los resultados fueron analizados estadísticamente según el 
método T de Student. (Asp: ácido aspártico, Glu: ácido glutámico, Gln: glutamina; Arg: arginina; 







Además, la glutamina, dentro de la célula β, puede convertirse en glutamato, y 
este en α-cetoglutarato (por la acción de la GDH) o en GABA (por la acción de la 
GAD65/67). Si nos fijamos en el glutamato, se puede apreciar que, al aumentar la 
concentración de glutamina 10 veces (de 0 mM a 10 mM) y en ausencia de glucosa, el 
contenido de éste aumenta 1.53 veces (19.4±1.7, n=8 vs. 29.7±2.6, n=8; p<0.01). En 
presencia de glucosa 20 mM, el contenido de glutamato aumenta 2 veces (13.6±0.7, n=6 
vs. 27.8±3.0, n=5; p<0.001). La liberación de glutamato, en ausencia de glucosa, 
aumenta 6.6 veces con la exposición a glutamina 10 mM. Sin embargo, cuando se 
exponen los islotes a glucosa 20 mM, la liberación de glutamato disminuye, respecto a la 
condición basal, entre un 30 y un 60%.  
 
Es decir, que la glutamina que entra en la célula, y que no es liberada, se 
metaboliza, en parte, a glutamato, ya que el contenido de glutamato aumenta con la 
exposición a glutamina. Además, el glutamato generado también es liberado de los 
islotes pancreáticos, pero cuando se incuban con glucosa 20 mM, el glutamato liberado 
es menor. Y como el contenido no se ve alterado por la presencia de glucosa, se puede 
asumir que, también el glutamato, es metabolizado en el islote. 
 
 El siguiente paso del glutamato, dentro de la célula, puede ser la formación de 
GABA y, de hecho, el contenido de GABA aumenta según aumenta la concentración de 
glutamina exógena. En realidad, el GABA es el aminoácido que mayor aumento 
experimenta dentro del islote, en condiciones basales, cuando se expone a 
concentraciones crecientes de glutamina. Si comparamos el contenido de GABA en 
ausencia de glutamina con el contenido tras la exposición a glutamina 10 mM, el 
incremento es de 5.4 veces (17.5±2.3, n=8 vs. 94.4±6.8, n=8; p<0.001). Paralelamente, 
su liberación también aumenta, aunque a menor ritmo, ya que tan sólo aumenta 2.9 
veces. Lo que diferencia el comportamiento del GABA dentro del islote del de otros 
aminoácidos, es que la presencia de glucosa 20 mM hace que disminuya su contenido 
en un 40% cuando se expone a 0.5 y a 10 mM de glutamina, además de que su 
liberación también se vea afectada en un 50%. Por lo tanto, en presencia de glucosa 20 
mM, tanto el contenido, como la liberación de GABA disminuyen. Y si disminuye el 
contenido, pero no aumenta su liberación es porque el GABA, en presencia de glucosa 










 Cuando los islotes se exponen a concentraciones crecientes de glutamina, ésta 
entra en la célula, para ser posteriormente liberada al exterior del islote pancreático de 
una manera dosis dependiente. En condiciones basales, de no estimulación de los 
islotes (G0), al aumentar 10 veces la concentración exterior de glutamina, se genera un 
aumento del contenido de glutamato (1.5 veces), aspartato (3.6 veces) y, especialmente,  
de GABA (5.4 veces). Es decir, que la glutamina, principalmente, se metaboliza en 
GABA una vez que ha entrado en el islote. Sin embargo, cuando los islotes se incuban 
en presencia de glucosa 20 mM, los únicos aminoácidos que ven disminuido su 
contenido son el GABA (60% respecto a la condición basal) y el glutamato (75% 
respecto a glucosa 0 mM), en ausencia de glutamina. El contenido del resto de los 
aminoácidos se mantiene intacto. 
 
 La liberación de todos los aminoácidos es también proporcional a la 
concentración de glutamina a la que fueron expuestos. Sin embargo, cuando se 
incubaron en presencia de glucosa 20 mM, la liberación de todos ellos, incluido el GABA, 
se vio afectada negativamente. Es decir, que en presencia de glucosa 20 mM el 
metabolismo de la glutamina, y de los aminoácidos que de ella derivan, se ve 
incrementado, aunque de manera distinta. La glutamina que entra se metaboliza tanto en 
presencia, como en ausencia de glucosa 20 mM, en glutamato, a través de la 
glutaminasa mitocondrial (126). Y este glutamato, a través de GAD65 se descarboxila, 
preferentemente, a GABA, que puede ser incluido en vesículas (SLMV) para ser 
posteriormente liberado (70).  Además, también puede transaminarse con el oxalacetato 
presente en la célula, de manera que se generan aspartato y α-cetoglutarato. Pero el 
hecho de que preferentemente se metabolize a GABA, es una posible explicación del 
hecho de que la glutamina, por sí sola, no sea secretagoga (20, 97). Y es que no 
produce un incremento suficiente del α-KG celular que sea capaz de generar el ATP 
necesario para desencadenar la exocitosis de los gránulos de insulina. La presencia de 
leucina favorecería la producción de α-KG y, así, de ATP. Esta es la razón por la que la 
leucina potencia la secreción de glutamina (20, 85, 89). Sin embargo, el KIC, aportaría α-
KG suficiente, y al inhibir la α-KGdh y la SSA-R, favorecería el flujo por el shunt del 
GABA hasta succínico. 
 
La liberación tanto del glutamato como del aspartato, se ve afectada por la 
incubación con glucosa 20 mM, pero el islote mantiene constante el contenido de ambos 




posible que gran parte del glutamato se esté metabolizando preferentemente a GABA, a 
expensas de consumir el glutamato en el proceso.  Por eso, cuando la glutamina 
exógena es cero y la glucosa aumenta, el glutamato disminuye, porque está siendo 
usado para mantener los niveles de GABA. Como el aporte de glutamina es nulo, es el 
glutamato el que disminuye para mantener los niveles. 
  
  Cuando los islotes se incuban con glucosa 20 mM, además de la liberación, 
también se ve afectado el contenido de GABA del islote. Es decir, que la glucosa estaría 
promoviendo su catabolización en el shunt del GABA. Cuando se expone la célula a 
glutamina 0.5 mM, que sería una concentración fisiológica alcanzada en el plasma 
sanguíneo, se está aumentando en un 300% el contenido de GABA (figura 46C). Pero 
cuando se incuban los islotes con glucosa 20 mM, el contenido de GABA disminuye un 
40%, al igual que su liberación, que disminuye un 50%. Es decir, que ya a 
concentraciones fisiológicas de glutamina, la glucosa es capaz de potenciar el 
metabolismo del GABA dentro de la célula, y es que se ha descrito que la glucosa es 
capaz de potenciar la actividad de la GABA-T (84). Sin embargo, en ausencia de 
glutamina, la glucosa no ejerce ningún efecto sobre el GABA, aunque sí está haciendo 
que disminuya el contenido de glutamato (figura 46A), quizás a expensas de mantener 
los niveles de GABA de la célula. Se desprende de estos datos, que existe un umbral de 
GABA para que la glucosa pueda activar su metabolismo. Cuando el aporte de glutamina 
exógena es nulo, la síntesis de GABA se llevaría acabo a expensas del glutamato, y los 
niveles obtenidos no serían suficientes como para que la glucosa promoviese su 
catabolismo. Pero cuando la glutamina actúa como precursor del glutamato, su 
contenido se mantiene y se genera suficiente GABA como para que la glucosa promueva 
su degradación. Es posible que la glucosa, esté promoviendo también la síntesis de 
GABA, ya que cuando el α-cetoglutarato aumenta en el ciclo de Krebs tras la entrada de 
glucosa (en una concentración saturante como 20 mM), puede transformarse en 
glutamato a través de la GDH (20). En estas condiciones, el α-cetoglutarato superaría un 
determinado umbral, y éste sentido de reacción, el de aminación, sería el que tendría 
lugar. De esta manera, la glucosa sería precursora de la síntesis de GABA, y en 
presencia de glutamina exógena, podría además promover su degradación en el shunt 
del GABA.  
 
D.- LOCALIZACIÓN DEL GABA Y DE LOS ENZIMAS RELACIONADOS CON EL 





 Para determinar la localización subcelular del GABA dentro del islote, si está o 
no incluido en vesículas, llevamos a cabo una serie de experimentos basados en la 
inhibición de la liberación de aminoácidos tanto vesicular, como por transportadores, 
desde las células del islote. Como factores que pueden afectar esta liberación se usaron: 
• la temperatura, para comprobar si una inhibición del metabolismo celular puede 
afectar al transporte a través de la membrana de los aminoácidos estudiados. 
• la latrotoxina es una toxina que se encuentra en el veneno de la araña viuda 
negra. En rango picomolar, estimula la exocitosis vesicular por un mecanismo, 
recientemente descubierto, que se basa en la estimulación de los canales de 
potasio dependientes de voltaje y de los canales de calcio de tipo L a través de 
la fosfolipasa C. Posteriormente, también es capaz de formar, en la membrana 
de las células, un poro por el que entra calcio de forma masiva a la célula (127). 
De esta manera, se desencadena la secreción de los gránulos y vesículas 
cebados, pero en dos fases distintas. Una rápida, que corresponde a los 
gránulos del grupo RRP, y otra lenta, que corresponde a los del grupo de reserva 
(128). 
• eliminando el calcio extracelular, a través de la retirada del ión del medio de 
incubación y de la adición de EGTA, como quelante del posible calcio residual. 
De esta manera se está inhibiendo la exocitosis vesicular medida por calcio. 
 
Estudiamos también la presencia de dos enzimas del shunt del GABA, el GAD 
65/67 y el VIAAT. Usamos anticuerpos disponibles en el mercado para la detección de 
ambos mediante Western Blotting. Pero además, también usamos un anticuerpo donado 
por el doctor Bruno Gasnier frente a VIAAT (105, 106). Además, el transportador VIAAT 
fue inmuno-localizado por histoquímica, en colaboración con la doctora Marital Toledo 
Lobo, del Hospital Ramón y Cajal de Madrid. 
 
D1.- LOCALIZACIÓN VESICULAR DEL GABA. 
 
1. EFECTOS DE LA TEMPERATURA Y LA LATROTOXINA. 
 
 Se incubaron, por triplicado, grupos de 30 islotes, durante 1 hora, a dos 
temperaturas distintas (25ºC y 37ºC) y en presencia o en ausencia de latrotoxina 1 nM. 
La incubación a diferentes temperaturas nos ayudará a diferenciar la liberación de 
aminoácidos a través de transportadores de membrana, de la vesicular. Y la incubación 




mecanismo de exocitosis dependiente de calcio y, por lo tanto, incluidos en vesículas, de 































































































Figura 47: Liberación de aminoácidos en presencia de glucosa 5 mM y en ausencia de 
glutamina. Grupos de 30 islotes fueron expuestos por triplicado, durante 1 hora, a cada condición: 
37ºC ó 25ºC, en ausencia o en presencia de latrotoxina 1 nM (lttx). Los valores se corresponden 
con las medias ± S.E.M. de un grupo experimental de 6 individuos. Los resultados fueron 
analizados estadísticamente según el método T de Student. (A: liberación de glutamato; B: 
liberación de glutamina; C: liberación de taurina; D: liberación de GABA). 
 
En la figura 47 se puede apreciar la diferencia que hay entre los aminoácidos 
glutamato y glutamina (figura 47 A y B) frente a los aminoácidos taurina y GABA (figuras 
47C y 47D).  Mientras que, durante la incubación a 37ºC, la liberación de glutamato y 
glutamina no se ve afectada por la presencia de latrotoxina 1 nM (la liberación de 
aspartato tampoco se ve afectada por esta toxina. Datos no mostrados), la liberación de 
taurina y GABA se ve aumentada, en un 50%, por la presencia de latrotoxina 1 nM. 
Durante la incubación a 25ºC no se aprecia ningún efecto por la presencia o ausencia de 
latrotoxina 1 nM, lo cual es normal, ya que la latrotoxina activa la entrada de calcio 
dentro de la célula, pero necesita que la maquinaria celular esté activa para tener algún 


































































































Figura 48: Contenido de aminoácidos en presencia de glucosa 5 mM y en ausencia de 
glutamina. Grupos de 30 islotes fueron expuestos por triplicado, durante 1 hora, a cada condición: 
37ºC ó 25ºC, en ausencia o en presencia de latrotoxina 1 nM (lttx). Los valores se corresponden 
con las medias ± S.E.M. de un grupo experimental de 6 individuos. Los resultados fueron 
analizados estadísticamente según el método T de Student. (A: contenido de glutamato; B: 
contenido de glutamina; C: contenido de taurina; D: contenido de GABA). 
 
Cuando se valora el efecto de la temperatura sobre la liberación de aminoácidos, 
en ausencia de latrotoxina, se puede apreciar claramente que, en todos los aminoácidos 
estudiados, existe un aumento de su liberación (la liberación es 2.25 veces mayor a 37ºC 
para todos los aminoácidos, a excepción de la liberación de taurina, que tan sólo 
aumenta 1.6 veces).  
 
El contenido no se ve afectado ni por la temperatura ni por la presencia de 
latrotoxina 1 nM, para ninguno de los aminoácidos (figura 48). 
 
2.- EFECTO DE LA ELIMINACIÓN DEL CALCIO EXTRACELULAR 
 
 Para eliminar el calcio extracelular se sigue una estrategia que combina dos 
factores. Por un lado, se elimina el calcio del Krebs-Ringer bicarbonato en el que se 
incuban los islotes. Y por otro lado, se añade EGTA al medio de cultivo para quelar el 
calcio residual. Al eliminar el calcio del medio estamos impidiendo que se desencadene 





 La eliminación del calcio del medio de incubación no tiene ningún efecto sobre la 
liberación de ninguno de los aminoácidos estudiados (figura 49). De igual manera, el 
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Figura 49: Liberación de aminoácidos en presencia de glucosa 5 mM y en ausencia de 
glutamina. Grupos de 30 islotes fueron expuestos por triplicado, durante 1 hora, a 37ºC, a glucosa 
5 mM, en ausencia o presencia de calcio. Los valores se corresponden con las medias ± S.E.M. de 
un grupo experimental de 6 individuos. Los resultados fueron analizados estadísticamente según el 
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Figura 50: Liberación de aminoácidos en presencia de glucosa 5 mM y en ausencia de 
glutamina. Grupos de 30 islotes fueron expuestos por triplicado, durante 1 hora, a 37ºC, a glucosa 
5 mM, en ausencia o presencia de calcio. Los valores se corresponden con las medias ± S.E.M. de 
un grupo experimental de 6 individuos. Los resultados fueron analizados estadísticamente según el 







 La incubación a dos temperaturas diferentes nos da una idea de la liberación de 
aminoácidos que es dependiente de transportadores de la membrana plasmática. Y 
aunque el contenido de aminoácidos no se ve afectado por el aumento de temperatura 
(figura 48), la liberación sí que aumenta para los 4 aminoácidos estudiados (figura 47). 
Por lo tanto, se puede asumir que estos 4 aminoácidos presentan transportadores de 
membrana que favorecen su liberación al exterior cuando la temperatura es fisiológica 
(37ºC). Si el contenido no varía, pero está aumentando la liberación, es porque, en 
presencia de glucosa 5 mM (condiciones basales de glucemia) y a 37ºC, se activa la 
síntesis de estos compuestos, que son inmediatamente trasportados al exterior celular. 
Como esta liberación basal, a 37ºC, no se ve afectada por la retirada del calcio del medio 
de incubación (figura 48), no es una exocitosis mediada por calcio, sino que es una 
liberación a través de transportadores de membrana, que son dependientes del 
metabolismo celular, ya que a 25ºC no están activos. 
 
 Si la exposición a latrotoxina (figura 47) genera un aumento de la liberación de 
taurina y GABA, pero no de glutamato y glutamina, es porque estos dos aminoácidos 
están incluidos en vesículas que son exocitadas por un mecanismo dependiente de 
calcio, mientras que ni el glutamato ni la glutamina están incluidas en estas vesículas, y 
tan sólo se liberan a través de transportadores de membrana. Por lo tanto, mientras que 
los cuatro aminoácidos estudiados se liberan por transportadores de membrana, tan sólo 
la taurina y el GABA son además liberados por un mecanismo exocitótico dependiente 
de calcio. Pero el GABA es el aminoácido que mayor transporte a través de la membrana 
experimenta, ya que el incremento en la liberación es del 256%, seguido muy de cerca 
por la glutamina (252%) y el glutamato (229%). El aminoácido que menor transporte por 
la membrana experimenta es la taurina (158%). Sin embargo, la liberación que taurina y  
GABA experimentan en presencia de latrotoxina (por exocitosis dependiente de calcio) 
supone un aumento de un 169% y un 165%, respectivamente. La glicina, también 
experimenta un incremento en su liberación del 133% (18.7±1.3, n=6 vs. 24.8±1.9, n=6; 
p<0.03) en presencia de latrotoxina, aunque no existe diferencias cuando se someten los 
islotes a diferentes temperaturas (19.9±9.6, n=6 vs. 18.7±1.3, n=6; ns), lo que 
descartaría un trasporte a través de trasportadores de membrana.  
 
Mientras que el glutamato o la glutamina tan sólo salen de la célula a través de 




transporte a través de la membrana (48%), como por exocitosis vesicular dependiente de 
calcio (52%). Sin embargo, el GABA, que también se libera por ambas vías, es 
primordialmente liberado por trasportadores de membrana. Es decir, que de todo el 
GABA liberado, el 60% sale mediante trasportadores y tan sólo el 40% a través de la 
exocitosis regulada por calcio. Otros aminoácidos, como la glicina, no se liberan a través 
de transportadores, sino que únicamente son liberados a través de exocitosis mediada 
por calcio, aunque se ha descrito que el contenido de glicina en las células β es escaso y 
que se encuentra, principalmente, en las células α, donde se liberaría, por exocitosis, 
junto al glucagón ejerciendo una acción paracrina y autocrina (73). 
 
D2.- IDENTIFICACIÓN DE GAD 65/67 Y VIAAT EN EL ISLOTE PANCREÁTICO. 
 
1.- IDENTIFICACIÓN POR WESTERN BLOTTING DE AMBAS PROTEÍNAS. 
 
 Se llevó a cabo una inmunodetección mediante la técnica de Western Blotting de 
ambos enzimas. Se exploró su presencia en lisados de islotes, usándose como 
referencia lisados de cerebelo. En ambos tejidos se ha demostrado ya la expresión del 
gen del GAD65 (apartado A2).  
 
 Las muestras se prepararon como se detalla en el apartado “Material y métodos”, 
de manera que los tejidos son lisados con detergentes, en presencia de agentes 
reductores, y tras una ultracentrifugación, son preparados para ser cargados en el gel 
con tampón de carga, de manera que las cantidades cargadas son unos 150 islotes y 
unos 40 µg de proteína total, en el caso del cerebelo. 
 
 
Figura 51: Inmunodetección por Western Blotting de GAD 65/67 en muestras de islotes y 
cerebelo. En la calle 1 se cargó el patrón de pesos moleculares de Bio-Rad. En la calle 2, el lisado 
celular de unos 150 islotes. En la calle 3, 40 µg del extracto de cerebelo. 
 
 En la figura 51 se puede comprobar la presencia de ambas isoformas de GAD, 




65 KDa (17 veces (islotes) y 2 veces (cerebelo) más que la isoforma de 67 KDa). Se 
evaluó también la presencia de β-actina, como proteína control y de referencia.  
 
 De igual manera, también se ha llevado a cabo la inmunodetección por Western 
Blotting de la proteína transportadora VIAAT (figura 52). Para ello se han usado dos 
anticuerpos distintos. Por un lado se ha usado un anticuerpo comercial, de Chemicon, 
que está dirigido frente a un péptido de 17 aminoácidos del extremo C-terminal de VIAAT 
(figura 52A). Y por otro, se ha usado un anticuerpo desarrollado y donado por el Dr. 
Bruno Gasnier (figura 52B). Este anticuerpo está dirigido frente a 129 aminoácidos del 
extremo N-terminal de la molécula VIAAT (105, 106).  
 
 En el caso del anticuerpo de Chemicon (figura 52A), el dirigido frente al extremo 
C-terminal, se identifican dos isoformas, tanto en islotes pancreáticos, como en cerebelo, 
aunque la isoforma de 57 KDa está mucho más expresada que la de 52 KDa (1.5 veces 
en el caso de islotes y 32 veces en el caso de cerebelo). El anticuerpo dirigido frente al 
extremo N-terminal identifica la isoforma de 57 KDa en islotes pancreáticos y en cerebelo 
(figura 52B). En islotes pancreáticos aparece una banda con un peso molecular de 51 
KDa, pero se descarta que pueda ser la isoforma de 52KDa, porque al tener el extremo 
N-terminal truncado no puede ser reconocida por el anticuerpo del Dr. Gasnier. 
 
  
Figura 52: Inmunodetección por Western Blotting de VIAAT en muestras de islotes y 
cerebelo. En el panel A, se ha empleado el anticuerpo comercial de Chemicon. En el panel B, se 
ha empleado el anticuerpo donado por el Dr. B. Gasnier. En la calle 1 se cargó el patrón de pesos 
moleculares de Bio-Rad. En la calle 2, el lisado celular de unos 150 islotes. En la calle 3, 25 µg del 
extracto de cerebelo.  
 
2.- LOCALIZACIÓN DE VIAAT EN CORTES DE PÁNCREAS. 
 
 Se localizó el transportador VIAAT mediante inmunohistoquímica en cortes de 







Figura 53: Inmunohistoquímica de VIAAT en dos cortes de páncreas. En el panel A se puede 
ver un islote de Langerhans aislado, en el que se aprecia, en rojo, el transportador VIAAT. En el 
panel B se puede ver un islote rodeado de tejido exocrino, en el que no se detecta VIAAT. 
 
 En la figura 53 se puede identificar, en rojo, VIAAT en el islote pancreático, pero 
no en el tejido exocrino (figura 53B). Dentro del islote, la localización subcelular de 
VIAAT se restringe al citoplasma, excluyéndose del núcleo (que queda teñido en azul). 
En la figura 53A se puede apreciar una mayor intensidad de señal en el manto del islote 




 La presencia de GAD65/67 en el islote es aceptada desde hace varias décadas 
(57, 62, 68, 69). Aún así, en este trabajo, confirmamos la presencia de este enzima, que 
tan importante es para el desarrollo de la diabetes (IDDM). Cabe destacar la mayor 
presencia de GAD65, respecto a la isoforma de 67 KDa, en los dos tejidos estudiados. 
La isoforma de 67 KDa es la que se identificado como “soluble”, y la de 65 KDa, la 
asociada a las vesículas SLMVs (62, 68). Es decir, que la isoforma predominante tanto 
en los islotes pancreáticos, como en cerebelo es la isoforma asociada la membrana de 
las vesículas de secreción. Es decir, que predominantemente el GABA es sintetizado en 
la proximidad de las vesículas. Se ha descrito en cerebro que la isoforma de 65 KDa está 
asociada a otras moléculas, entre las que se encuentra el VIAAT, lo que hace que el 
GABA sintetizado por GAD65 sea incluido en las vesículas a las que se asocia este 
enzima (68). Si extrapolamos esta afirmación al estudio de los islotes, y nos basamos 
sólo en los datos de expresión proteica, podríamos decir que la mayor parte (95%) del 
GABA sintetizado en la célula β (que es donde únicamente se expresa el enzima 
GAD65/67 (62)) se está incluyendo en vesículas con el subsiguiente gasto de ATP. El 




se piensa que este GABA generado por GAD67 es metabolizado en el shunt del GABA 
para producir ATP (68), por lo que es posible que lo mismo pueda ser aplicado en la 
célula β. Pero si nos fijamos en los datos de liberación y transporte de aminoácidos, es 
fácil percatarse de que esta explicación simplista de los resultados del Western Blotting 
no es la más correcta, ya que tan sólo se puede demostrar que, de todo el GABA 
liberado del islote, tan sólo es liberado por vía exocitótica el 40%. 
 
 La presencia de VIAAT en el islote es un tema más controvertido, ya que las 
publicaciones al respecto son escasas y más recientes que las publicaciones acerca de 
la presencia de GAD. Nosotros hemos confirmado su presencia en lisados de islotes 
(figura 52) y hemos sido capaces, también de detectarla por inmunohistoquímica en el 
islote, pero no en el tejido exocrino que lo envuelve (figura 53). Al usar dos anticuerpos 
distintos frente a VGAT, podremos determinar qué isoforma está presente en cada tejido. 
Con el anticuerpo comercial (Chemicon), que detecta el extremo C-terminal, no se puede 
discriminar entre la forma normal y la forma truncada. De hecho, tanto en islotes como 
en cerebelo se detectan las dos isoformas (figura 52A). Sin embargo, con el anticuerpo 
del Dr. Gasnier tan sólo se detecta la isoforma no truncada (57 KDa). Esta isoforma es la 
que se ha detectado en células INS1, por lo que se ha asumido que es la que se expresa 
en células β, siendo la isoforma truncada, específica de células α (74).  
 
 En la inmunohistoquímica, donde se ha usado el anticuerpo comercial 
(Chemicon) se detecta VGAT en todo el islote, pero la intensidad de la señal es mayor 
en la periferia del islote, que es donde se disponen las células α, donde se ha escrito que 
existe una mayor expresión del transportador VIAAT (70, 72, 73). En la zona central 
también existiría VIAAT, pero se puede apreciar que la densidad de la expresión es 
menor (figura 53A). En el panel B no se puede apreciar esta disposición porque el corte 
es superficial y tan sólo se están tiñendo las células del manto, las células α. Pero, a 
cambio, se puede apreciar que no se expresa el transportador en el tejido exocrino.  
 
E.- METABOLISMO OXIDATIVO DE GLUCOSA Y GLUTAMINA 
 
 Se valoró la oxidación de la glucosa mediante la cuantificación de 14CO2 
producido a partir de D-[U-14C]-glucosa, y la oxidación de glutamina mediante la 
cuantificación de 14CO2 producido a partir de L-[U-14C]-glutamina. 
 
 Se ensayaron dos concentraciones de glucosa, 3 y 20 mM, que son, 




glucosa saturante. Y también se probaron dos concentraciones distintas de glutamina, 
0.5 mM, que es el valor próximo al valor ED50 para la producción de 14CO2 a partir de L-
[U-14C]-glutamina, y 10 mM, que es el valor al que se alcanza la tasa máxima de 
producción de 14CO2 (20, 115). 
 
1.- OXIDACIÓN DE GLUCOSA 
 
 Se ha probado el efecto sobre el metabolismo del azúcar de varios inhibidores de 
diferentes enzimas del shunt del GABA. Por un lado, se ha probado el efecto del 
inhibidor de la GABA-T, gabaculina 250 µM, y del precursor del inhibidor de GAD65, la L-
alilglicina a una dosis de 10 mM, sobre el metabolismo de glucosa 20 mM (figura 54). 
 
 La producción de 14CO2 a partir de D-[U-14C]-glucosa aumenta 4 veces al 
incrementar la concentración de glucosa desde 3 mM hasta 20 mM, lo cual indica un 
aumento de su metabolismo en el ciclo de Krebs. La adición de los inhibidores 
mencionados anteriormente no tiene ningún efecto sobre el metabolismo de la glucosa 




























Figura 54: Efecto de gabaculina 250 µM y de L-alilglicina 10 mM sobre la oxidación de 
glucosa 20 mM. Los valores se corresponden con las medias ± S.E.M. de un grupo experimental 
de 6 individuos. Los resultados fueron analizados estadísticamente según el método T de Student. 
(GCUL: gabaculina 250 µM; ALL: L-alilglicina 10 mM). 
 
 Por otro lado, se probó el efecto del cetobutírico 10 mM (KB) sobre el 
metabolismo de glucosa, tanto en condiciones basales (3 mM), como en condiciones 
saturantes (20 mM) (figura 55). Se ha demostrado, en apartados anteriores, que el KB es 
un potente inhibidor de la α-cetoglutarato deshidrogenasa, que inhibe la actividad SSA-





























Figura 55: Efecto de KB 10 mM sobre el metabolismo de glucosa 3 mM y glucosa 20 mM. Los 
valores se corresponden con las medias ± S.E.M. de un grupo experimental de 6 individuos. Los 
resultados fueron analizados estadísticamente según el método T de Student. (KB10: cetobutírico 
10 mM). 
 
 El KB 10 mM no tuvo ningún efecto sobre glucosa 3 mM, pero sí sobre glucosa 
20 mM, ya que disminuyó su metabolismo en un 40%, probablemente debido al efecto 
inhibidor que tiene sobre los enzimas deshidrogenasa. 
 
2.- OXIDACIÓN DE GLUTAMINA 
 
 2.1.- Efecto de la glucosa 
 
 Se ha estudiado el efecto que tenía la adición de glucosa ”fría” (20 mM) sobre el 
metabolismo de glutamina, valorando la producción de 14CO2 a partir de dos 
concentraciones de glutamina marcada radiactivamente (L-[U-14C]-glutamina): glutamina 
































Figura 56: Efecto de glucosa 20 mM sobre la oxidación de glutamina 0.5 y 10 mM. Los 
valores se corresponden con las medias ± S.E.M. de un grupo experimental de 4 individuos. Los 
resultados fueron analizados estadísticamente según el método T de Student. (Gln10: glutamina  
10 mM; Gln 0.5: glutamina 0.5 mM; G20: glucosa 20 mM). 
 
 La glucosa, a una concentración saturante (20 mM), es capaz de aumentar 1.35 
veces el metabolismo de la glutamina 10 mM, que también está usada a una dosis 
saturante. Sin embargo, no altera el metabolismo de la glutamina 0.5 mM (figura 56). 
 
 2.2.- Efecto de varios inhibidores del shunt del GABA  
 
 Al igual que en el caso de la oxidación de glucosa, también se ensayó el efecto 
que varios inhibidores de enzimas del shunt del GABA pudiesen tener sobre la oxidación 
de glutamina, para lo que se usaron tanto la dosis próxima al valor ED50 (0.5 mM) (figura 
57), como la dosis saturante de glutamina (10 mM) (figura 58). Se probó el efecto de 
gabaculina 250 µM y de L-alilglicina 10 mM, como en el caso de la glucosa, pero en 
presencia de α-cetoisocaproico 10 mM (KIC), que se ha demostrado anteriormente que, 
en islotes, es capaz de inhibir la actividad SSA-R entre un 40 y un 75% y la actividad α-
































Figura 57: Efecto de KIC 10 mM, gabaculina 250 µM y L-alilglicina 10 mM sobre la oxidación 
de glutamina 0.5 mM. Los valores se corresponden con las medias ± S.E.M. de un grupo 
experimental de 6 individuos. Los resultados fueron analizados estadísticamente según el método 
T de Student. (Gln0.5: glutamina  0.5 mM; KIC10: α-cetoglutarato 10 mM; GCUL: gabaculina 250 






























Figura 58: Efecto de KIC 10 mM, gabaculina 250 µM y L-alilglicina 10 mM sobre la oxidación 
de glutamina 10 mM. Los valores se corresponden con las medias ± S.E.M. de un grupo 
experimental de 4 individuos. Los resultados fueron analizados estadísticamente según el método 
T de Student. (Gln10: glutamina  10 mM; KIC10: α-cetoglutarato 10 mM; GCUL: gabaculina 250 
µM; ALL: L-alilglicina 10 mM). 
 
 Al exponerse los islotes a KIC 10 mM, el metabolismo de la glutamina 0.5 mM se 
incrementa 1.3 veces y el de la glutamina 10 mM se incrementa 1.7 veces. La inhibición 
de la GABA-T, por la acción de la gabaculina, no tiene ningún efecto sobre el 
metabolismo de la glutamina en presencia de KIC 10 mM, en ninguna de las dos dosis 
de glutamina ensayadas. Sin embargo, la inhibición de la formación de GABA a partir de 
glutamato, mediante la inhibición de GAD por la L-alilglicina 10 mM, sí tiene un efecto 




disminuye en un 32% tanto en el caso de la glutamina 0.5 mM (8.80±0.43, n=6 vs. 
5.95±0.17, n=6; p<0.001), como en el caso de la glutamina 10 mM (22.69±2.25, n=3 vs. 
15.26±0.24, n=3; p<0.03). 
 
 2.3.- Efecto del SAD (dimetil ester del ácido succínico) 
 
 Estudiamos el efecto del SAD 10 mM (dimetil ester del ácido succínico), que es 
el precursor permeable del ácido succínico, sobre el metabolismo de la glutamina a la 






























Figura 59: Efecto del SAD 10 mM y del KIC 10 mM sobre la oxidación de glutamina 0.5 mM. 
Los valores se corresponden con las medias ± S.E.M. de un grupo experimental de 6 individuos. 
Los resultados fueron analizados estadísticamente según el método T de Student. (Gln0.5: 
glutamina  0.5 mM; SAD10: dimetil ester del ácido succínico 10 mM; KIC10: α-cetoglutarato 10 
mM). 
 
 El SAD 10 mM disminuye, aparentemente la oxidación de glutamina 0.5 mM en 
un 25%. Aunque el KIC, al igual que en casos anteriores, aumenta el metabolismo de la 
glutamina 0.5 mM en un 25%. La producción de 14CO2 también disminuye en un 20% 
respecto a glutamina 0.5 mM con KIC 10 mM, con la adición de SAD 10 mM. Pero la 
adición de KIC 10 mM supone un incremento en la producción de 14CO2  del 140% sobre 
el efecto que ya tiene el SAD 10 mM sobre la glutamina 0.5 mM (4.57±0.20, n=6 vs. 




Al aumentar la concentración de D-[U-14C]-glucosa desde 3 mM hasta 20 mM se 




metabolismo oxidativo de la glucosa en el ciclo de Krebs. La adición de dos inhibidores 
del shunt del GABA no afecta a la producción de 14CO2 a partir de 20 mM de glucosa 
(una concentración saturante del azúcar). Es decir, que aparentemente, no hay una 
contribución significativa de la glucosa, cuando esta es saturante, al shunt del GABA, ya 
que ni la síntesis de GABA (a partir de GAD, inhibida por L-alilglicina 10 mM) ni el 
catabolismo de GABA (mediante la GABA-T, inhibida por gabaculina 250 µM) se ven 
involucrados en la producción de 14CO2 a partir de D-[U-14C]-glucosa. 
 
Sin embargo, la adición de KB 10 mM, que se ha demostrado que es capaz de 
inhibir las tres deshidrogenasas estudiadas en esta tesis, sí inhibe, en un 40% la 
oxidación de glucosa, cuando se administra a la dosis saturante de 20 mM. Cuando se 
ensaya sobre 3 mM no tiene ningún efecto, pero ya hemos comprobado anteriormente 
que el KB tampoco afecta negativamente a la secreción de insulina estimulada por 
glucosa 3 mM. El α-cetobutírico inhibe la α-cetoglutarato deshidrogenasa en un 75%, la 
succínico deshidrogenasa en un 30% y la semialdehído succínico deshidrogenasa en un 
50%. Es decir, que por un lado está afectando al ciclo de Krebs, reduciendo la actividad 
de la α-KG-dh y de la succ-dh, y por otro, afecta al shunt del GABA, inhibiendo la SSA-
dh. Estas inhibiciones no tienen ningún efecto cuando el islote se expone a una 
concentración basal de glucosa (3 mM). Sin embargo, cuando la glucosa es saturante y 
la maquinaria celular está funcionando al 100%, que la actividad de dos de los enzimas 
del ciclo de Krebs esté afectado, se refleja en una disminución del 40% en la oxidación 
de glucosa. Pero lo esperable es que si la α-KG-dh se inhibe en un 75% por KB, la 
reducción en la producción de 14CO2 sea también de un 75%. Por lo tanto, es posible que 
parte de los 14C de la D-[U-14C]-glucosa sean desviados, en estas condiciones, hacia el 
shunt del GABA. El α-cetoglutarato, que no se puede metabolizar porque la α-KG-dh está 
inhibida en un 75%, se transamina, a través de la GABA-T, con el GABA, de manera que 
se genera semialdehído succínico y glutamato. El glutamato se puede volver a 
descarboxilar a GABA a través del GAD y el SSA puede reducirse a GHB a través de la 
SSA-R o puede oxidarse a succínico a través de la SSA-dh y entrar otra vez en el ciclo 
de Krebs, donde la succínico deshidrogenasa lo oxidaría a su vez a ácido fumárico. Pero 
en presencia de KB tanto la SSA-dh como la succ-dh están parcialmente inhibidas, por lo 
que esta última vía podría verse reducida a favor de la reducción a GHB, a través de la 
SSA-R. Para determinar esto, sería necesario valorar la producción de GHB (próximo 
apartado). 
 
Se ha demostrado con anterioridad que la glutamina 0.5 mM y 10 mM potencia la 




de gabaculina 250 µM disminuye ambas fases de la secreción de insulina 
desencadenada por el cetoácido (115). En presencia de KIC 10 mM, la producción de 
14CO2 a partir de L-[U-14C]-glutamina, tanto a la dosis de 0.5 mM, como de 10 mM, se ve 
incrementada, lo que coincide con el aumento de la secreción de insulina. Este aumento 
en la producción de 14CO2 lo que refleja es la descarboxilación que sufre el glutamato al 
metabolizarse en GABA y la posible oxidación metabólica que se estaría dando en el 
ciclo de Krebs, tras la entrada de la glutamina marcada en el mismo. Es decir, que el KIC 
estaría promoviendo el metabolismo de la glutamina favoreciendo su conversión en 
GABA y su posterior oxidación metabólica. La presencia de gabaculina, es decir, la 
inhibición de la GABA-T (catabolismo del GABA), no tiene ningún efecto sobre la 
descarboxilación de la L-[U-14C]-glutamina, aunque sí exista una disminución de la 
secreción de insulina. La gabaculina 250 µM inhibe la velocidad de desaminación de la 
GABA-T en un 60%, por lo que existe una actividad catabólica residual del 40% (20, 97). 
Es decir, que este pequeño porcentaje puede ser suficiente para metabolizar las 
cantidades de GABA producidas a partir de la L-[U-14C]-glutamina, de manera que, 
aunque se reduce la actividad máxima del enzima GABA-T, la descarboxilación del 
glutamato (enzima GAD), que es donde se produce el 14CO2, no ve afectado su ritmo de 
trabajo. Es decir, que la oxidación de la L-[U-14C]-glutamina, globalmente, no se vería 
afectada. La disminución de la secreción de insulina en presencia de gabaculina puede 
deberse a que, aunque la descarboxilación de L-[U-14C]-glutamina no está afectada, hay 
una disminución más lenta de los niveles de GABA (porque la GABA-T sí está inhibida 
parcialmente), por lo que puede estar consumiendo más ATP para incluirse en las 
vesículas y, así, afectar negativamente a la secreción hormonal. Sin embargo, la adición 
de L-alilglicina 10 mM, que es un potente inhibidor del enzima GAD, disminuye la 
oxidación de L-[U-14C]-glutamina en un 30%, a cualquiera de las dos concentraciones 
ensayadas, por lo que se puede deducir que la metabolización de glutamina en 
glutamato, y éste en GABA, parece ser una parte importante de la vía metabólica que 
sigue la glutamina para oxidarse.  
 
El SAD disminuye aparentemente la oxidación de glutamina 0.5 mM en un 25%, 
pero muy probablemente sea por una dilución isotópica de los carbonos que provienen 
de la L-[14C-U]-glutamina. Es decir, que hay una entrada de los carbonos (14C) que 
provienen de la glutamina en el ciclo de Krebs, y al añadir exógenamente ácido succínico 
en forma de su precursor permeable (SAD), se está disminuyendo la producción de 
14CO2, ya que aumenta la de CO2 frío. Esto confirmaría la idea de que la glutamina está 





Por lo tanto, la idea global que nos aportan estos resultados es que la glutamina, 
cuando entra en la célula, es principalmente metabolizada a GABA, el cual tiene que ser 
metabolizado a succínico para poder entrar en el ciclo de Krebs y contribuir así a la 
producción de ATP. El hecho de que el GABA pueda llegar a acumularse, tiene un efecto 
negativo sobre la secreción, porque supondría que fuese almacenado en las vesículas 
de secreción, consumiendo el ATP necesario para la secreción insulina. 
 
F.- FORMACIÓN DE ÁCIDO γ-HIDROXIBUTÍRICO 
  
 El GHB es un compuesto ampliamente estudiado en ciencias forenses, debido a 
su reciente uso como droga de abuso. Por esta razón las técnicas de detección y 
análisis, que permiten su cuantificación en muestras biológicas son abundantes en la 
literatura. Existen técnicas sencillas, como la detección espectrofotométrica, y otras más 
complejas como la detección por cromatografía de gases-espectrometría de masas. Pero 
en ninguno de los casos la sensibilidad supera el rango nmolar (129, 130, 131, 132). De 
hecho, en la actualidad, aunque existen métodos que se aproximan bastante a los límites 
de detección requeridos (133), no existe ninguna técnica para determinar cantidades de 
GHB en el rango pmolar, que es el necesario para evaluar la, más que probable, 
producción por parte de los islotes pancreáticos.   
 
 
Figura 38: Cromatograma de elución de los tres isómeros posicionales del ácido 
hidroxibutírico. El cromatograma en naranja corresponde al blanco. El rojo corresponde a 1000 
pmoles de γ-hidroxibutírico (GHB), que eluye en el minuto 17.108 (área bajo la gráfica: 7812). El 
azul corresponde a 1000 pmoles del β-hidroxibutírico, que eluye en el minuto 17.416 (área bajo la 
gráfica: 12387). El verde corresponde a 1000 pmoles de α-hidroxibutírico, que eluye en el minuto 





Debido a esta razón, hemos desarrollado un método fluorimétrico de detección 
de GHB tras su separación por HPLC (ver en “Material y métodos”). El método 
desarrollado nos permite definir y separar los tres isómeros posicionales del ácido 
hidroxibutírico: α-hidrohibutírico (minuto: 18.596), β-hidroxibutírico (minuto: 17.416) y γ-
hidroxibutírico (minuto 17.108) (figura 60). 
 
En la actualidad, hemos sido capaces de establecer una recta patrón que 
relaciona el área bajo la gráfica del pico que corresponde al minuto 17.1 frente a los 
















Figura 61: Ejemplo de una curva patrón para cuantificar GHB por HPLC. Se representa el 
área bajo la gráfica del pico eluido en el minuto 17.12 frente a los picomoles cargados en la 
columna de HPLC.                                                                                                                                                                                 
 
 La curva no se ajusta a una recta, sino a una ecuación exponencial (figura 61). Y 
en los experimentos preliminares, llevados a cabo hasta el momento de la publicación de 
esta tesis doctoral, hemos sido capaces de detectar una pequeña producción de GHB 
tras la incubación de 850 islotes en presencia de glucosa 5 mM, semialdehído succínico 
0.5 mM (SSA) y α-cetobutírico 5 mM (KB). Esta condiciones se corresponden con la 
situación basal de secreción de insulina (glucosa 5 mM) y con el aporte del sustrato 
específico para la SSA-R, SSA 0.5 mM. Además se añadió KB 5 mM para inhibir la SSA-
dh, al menos, en un 50% y favorecer así la actuación de la reductasa frente a la 
deshidrogenasa. De esta manera, obtuvimos una producción aproximada de 60 pmol de 
GHB/islote.minuto. Cabe destacar que en condiciones basales de glucosa, y en ausencia 








 Aunque los resultados son muy preliminares, he querido incluirlos al final de esta 
tesis porque son el punto de partida para nuevas investigaciones, pero también son un 
elemento más a favor de la existencia de un sistema GABAérgico activo en el islote 
pancreático. Existen determinadas condiciones en las que los islotes pancreáticos son 
capaces de sintetizar GHB, aunque sea en cantidades tan pequeñas como las que se 
han demostrado en este último apartado. De hecho, se ha demostrado en cerebro de 
rata que, de todo el semialdehído succínico producido por la GABA-T a partir de GABA, 
algo menos del 0.15% es desviado y reducido por la SSA-R hacia GHB (134). Es decir, 
que la producción total de GHB es muy pequeña en condiciones normales. Si a esto le 
sumamos la limitación del tejido de estudio (los islotes pancreáticos), se puede entender 
porqué la detección del GHB, con las técnicas desarrolladas hasta ahora, es 
prácticamente imposible. Sin embargo, si se fuerza su producción mediante la 
incubación de los islotes pancreáticos en determinadas condiciones estimulantes, y se 
miden las muestras según el método aquí desarrollado, se hace posible medir las 





















La presencia de un sistema GABAérgico activo y su funcionalidad en los islotes 
pancreáticos, y más concretamente en la célula β, es un tema controvertido, motivo de 
muchos estudios como el presente. Hay estudios a favor de un papel del GABA como 
transmisor de una señal negativa dentro del islote. Y hay otros estudios que valoran la 
posibilidad de que el GABA tenga un papel como regulador energético de la célula β, de 
manera que su metabolismo dentro de la misma podría estar regulando el aporte de 
energía para promover la secreción de los gránulos de insulina. 
 
En este estudio hemos demostrado que dos enzimas característicos del shunt 
del GABA, como son la SSA-dh y la SSA-R, están presentes en los islotes pancreáticos. 
Ninguno de los dos enzimas había sido estudiado en islotes pancreáticos, hasta el 
momento. Nosotros hemos comprobado que ambos se encuentran a la par en lo que a 
expresión génica y actividad enzimática se refiere. A diferencia de estos, el enzima GAD 
ha sido ampliamente estudiado en la bibliografía. Estos estudios han permitido restringir 
su localización a la célula β (57, 58, 60, 61, 62). Igualmente, la GABA transaminasa tan 
sólo ha sido localizado en las células β del islote y no en las células α o δ (57, 62, 67). En 
nuestro laboratorio ya se había estudiado con anterioridad la actividad de estos dos 
enzimas (97, 20), caracterizando su comportamiento frente a inhibidores específicos o a  
determinados α-cetoácidos secretagogos como el KIC. De cualquier modo, si tanto la 
maquinaria de producción (GAD), como la de degradación (GABA-T) del GABA, se 
encuentra únicamente en las células β, es de suponer que, igualmente, la presencia de 
los enzimas SSA-R y SSA-dh se restrinja también a las células β.  
 
Aunque ambas actividades son del mismo orden de magnitud, cuando se mide 
por fluorescencia, la SSA-R es 3.5 veces menor que la deshidrogenasa. En cualquier 
caso, es previsible que la actividad reductasa, en condiciones fisiológicas, sea bastante 
más reducida que la actividad deshidrogenasa. Existe un estudio realizado en cerebro 
total, en el que la expresión de la semialdehído succínico deshidrogenasa es 16 veces 
mayor que la de la reductasa (66). Según nuestros resultados, en cerebelo, que no en 
cerebro total, la actividad deshidrogenasa es, tan sólo, 6 veces superior a la reductasa. 
De cualquier manera, la actividad SSA-dh es claramente mayor que la actividad SSA-R 
en tejido nervioso. Además, existe otro estudio que determina que, en cerebro de rata, el 
semialdehído succínico tan sólo se reduce a GHB en un 0.15% de los casos. En el resto 
de ocasiones, se oxida a succínico (134). Es decir, que en cerebelo, aunque el enzima 




85% de la actividad SSA-dh, en condiciones fisiológicas, la reductasa sólo es la vía 
elegida en el 0.15% de los casos. Es decir, que la velocidad real es 100 veces menor 
que la velocidad máxima calculada. Si extrapolamos estos cálculos al caso de los islotes, 
es posible que, aunque ambas actividades son del mismo orden de magnitud,  la 
actividad reductasa, en condiciones fisiológicas, sea 100 veces menor que la que hemos 
calculado. Por lo tanto, es de esperar que la actividad predominante dentro del islote sea 
la SSA-dh, aunque la actividad SSA-R puede ganar importancia en condiciones en las 
que se acumule su sustrato específico. De hecho, en los experimentos preliminares 
llevados a cabo para determinar la producción de GHB, tan sólo hemos sido capaces de 
detectar una pequeña producción en presencia de semialdehído succínico 0.5 mM y de 
KB 5 mM, que como hemos demostrado también en este estudio, inhibe en un 50% la 
actividad SSA-dh del islote. 
 
El GHB es una sustancia que en un primer momento se usó como anestésico y 
como tratamiento de algunos desórdenes del sueño o el alcoholismo, y que 
posteriormente ha sido empleada como droga de abuso (130, 133). Pero la realidad es 
que el estudio de las funciones del GHB endógeno es muy reciente. La deficiencia 
congénita del enzima SSA-dh es la más frecuente de las enfermedades relacionadas con 
los neurotransmisores y se manifiesta en un amplio abanico de síntomas, que se 
caracterizan por un déficit en el desarrollo neuronal, que afecta, sobre todo, al lenguaje. 
La causa principal es la acumulación de GHB en los fluidos fisiológicos (135). 
Actualmente se ha desarrollado un modelo en ratón, un knock-out para la SSA-dh, en el 
que se están ensayando compuestos inhibidores de los receptores de GHB y de GABA 
(GABAB) (135, 136, 137). Y es que se ha demostrado que el GHB que es sintetizado en 
cerebro, ejerce su acción de manera directa a través de los receptores de GHB, y que 
también puede actuar directa o indirectamente sobre los receptores de GABA, GABAB. 
Por un lado, en su proceso de degradación, se convierte de nuevo en semialdehído 
succínico a través de una GHB deshidrogenasa (GHB-dh). El SSA puede entrar en el 
ciclo de Krebs como succínico, o puede transformarse de nuevo en GABA y actuar sobre 
los receptores GABAB. Pero también puede actuar de manera directa sobre estos 
receptores, aunque la cantidad necesaria para ello es elevada (138, 139, 140, 141) y la 
concentración endógena de GHB en cerebro puede llegar a alcanzar unos picos 
máximos de, tan sólo, 5 a 6 µM (138), por lo que es difícil que activen estos receptores. 
Pero si se ha descrito la posibilidad de que el GHB ayude a la permanencia en la 




endocitados. De esta manera contribuye a potenciar el efecto del GABA sobre las células 
neuronales. También se ha demostrado que el GHB se incluye en vesículas, que son 
posteriormente liberadas en un mecanismo dependiente de calcio, mediante un 
transporte activo, a través de un transportador vesicular de aminoácidos inhibidores 
(142). De hecho, se ha descrito, que en cerebro de rata, ese transportador puede ser el 
mismo que estaría usando el propio GABA, el VIAAT, de manera que GHB y GABA se 
almacenarían y se liberarían juntos (143). Por analogía con el tejido cerebral, es posible 
que parte del GHB sintetizado en los islotes pancreáticos sea también incluido en 
vesículas a través de un transportador, si no igual, al menos parecido al que usaría el 
propio GABA. De esta manera, podría ser liberado al exterior de la célula β para ejercer 
su acción a través de los receptores GABAB que se han encontrado en las membranas 
celulares de las células del islote (78, 76). Aún así, esta posibilidad es residual en 
comparación con el efecto del GABA, ya que la producción de GHB en los islotes es 
escasa en respuesta a glucosa. Aunque es posible que cuando su producción aumenta, 
en respuesta a determinados estímulos, pueda ganar alguna importancia esta hipótesis. 
 
Si, como he comentado con anterioridad, los enzimas del shunt del GABA se 
encuentran, en la célula β, a unos niveles similares que los enzimas del ciclo de Krebs 
(α-KG-dh y succ-dh) con los que se conectan, en cuanto a expresión génica y actividad 
se refiere, la GABA-T podría estar compitiendo, teóricamente, con la α-KG-dh por su 
sustrato común, el α-KG. Este α-KG puede ser generado en el ciclo de Krebs tras la 
metabolización celular de glucosa, o bien, puede haberse generado en la reacción de 
transaminación catabolizada por la transaminasa de aminoácidos ramificados, que 
catalizaría la conversión reversible de, por ejemplo, el α-cetoisocaproico (KIC) en leucina 
(116). Además, hemos encontrado en este trabajo que el KIC es un potente inhibidor de 
la α-KG-dh. Se podría concluir, por tanto, de forma general, que el metabolismo de los 
llamados “nutrientes secretagogos” (como la glucosa o el KIC) en las células β, puede 
tener repercusiones importantes sobre el flujo metabólico en el shunt del GABA. Y es 
que una aceleración del flujo a través de este shunt podría conducir a una disminución 
de los niveles intracelulares de GABA, que según nuestros resultados, se correlaciona 
con una estimulación de la secreción de insulina. 
 
Una de las primeras evidencias experimentales indirectas, obtenidas en nuestro 
trabajo a favor de la promoción del metabolismo del shunt del GABA, surgió del estudio 




significativamente la producción del metabolito radiactivo a partir de 0.5 y 10 mM de [U-
14C]-glutamina y este aumento fue parcialmente bloqueado por alilglicina, un precursor 
permeable de un inhibidor específico de GAD. Por este y otros motivos (publicados en 
(115)), la producción mayoritaria de 14CO2 es atribuible a la descarboxilación del C1 del 
glutamato a GABA. En presencia de glutamina extracelular debe haber suficiente 
disponibilidad de glutamato para las reacciones de transaminación de KIC (a leucina) y 
para su descarboxilación a GABA. Similarmente al KIC, la glucosa 20 mM también 
estimuló la producción de 14CO2 a partir de 10 mM de [U-14C]-glutamina. Este aumento es 
también interpretable como un aumento de la descarboxilación de glutamato a GABA, 
del metabolismo de éste en su shunt y de su posterior entrada en el ciclo de Krebs (a 
nivel del succínico), donde podría sufrir nuevas descarboxilaciones de sus carbonos 
marcados. 
 
La producción de 14CO2 a partir de D-[U-14C]-glucosa no se afecta por la adición 
de alilglicina. Es posible que la glucosa contribuya minoritariamente a la síntesis de 
GABA (vía α-KG  glutamato  GABA + CO2 ) y que ésta dependa fundamentalmente 
de la aportación de glutamato desde glutamina plasmática. La producción de 14CO2 a 
partir de D-[U-14C]-glucosa sí se ve disminuida por el α-cetobutírico (KB). Este nuevo 
inhibidor encontrado no actúa prioritariamente sobre un único enzima, ya que inhibe 
tanto la α-KG-dh como la SSA-dh, lo que explica su efecto sobre la producción de 14CO2 
a partir de glucosa marcada. 
 
Por otro lado, el uso del KB junto a otros α-cetoácidos secretagogos como el KIC 
para la caracterización de las actividades enzimáticas estudiadas, nos ha ayudado a 
establecer la presencia de isoformas específicas de islote para dos de los enzimas 
estudiados: SSA-dh y α-KG-dh. El KB 5 mM ha resultado ser un inhibidor de todos los 
enzimas deshidrogenasa estudiados. La actividad succínico deshidrogenasa es la que 
menos se ve afectada por el α-cetoácido (25-30% en los tres tejidos estudiados). Sin 
embargo, la SSA-dh y la α-KG-dh han resultado inhibirse totalmente en presencia de KB 
5 mM en cerebelo e hígado. Pero en el caso de los islotes, la inhibición de ambos 
enzimas ha sido del 50%. Esto es lo que nos hace pensar en una isoforma específica de 
tejido para ambos enzimas. El KB tiene efectos drásticos sobre la secreción de insulina 
estimulada por glucosa, ya que la reduce casi totalmente. Si están inhibidos los enzimas 
succ-dh y α-KG-dh, la velocidad del ciclo de Krebs también está reducida (no se puede 




como la malato deshidrogenasa o la isocitrato deshidrogenasa). La oxidación de glucosa 
se ve reducida en un 40% en presencia de KB, pero como además, también está 
reducida la actividad SSA-dh, el GABA tampoco se está metabolizando hasta succínico 
en el shunt del GABA, por lo que tampoco se está favoreciendo la generación de poder 
reductor o de ATP. 
 
El KIC es un cetoácido secretagogo, que es capaz de inducir las dos fases de 
secreción de insulina. Pero el mecanismo por el que desencadena la secreción hormonal 
no está del todo claro. Algunos autores apuestan por que sea su transaminación a 
leucina, que es un activador alostérico de la GDH, junto a la producción de α-
cetoglutarato en esta misma reacción, lo que determine su capacidad secretora (93). 
Pero como la leucina, por sí sola, es incapaz de generar la segunda fase de la secreción, 
también se apuesta porque sea sólo la generación de α-cetoglutarato, y su posterior 
producción de ATP, la que promueva ambas fases de la secreción (85, 94, 116). De 
hecho, hemos demostrado con anterioridad que la leucina resultante de la aminación del 
KIC en el islote, sale de la célula y no se almacena en su interior, por lo que difícilmente 
puede ejercer su efecto alostérico sobre la GDH (115). En esta tesis, hemos demostrado 
un papel adicional para el KIC, que hasta ahora no había sido propuesto. El KIC 5 mM 
está inhibiendo la actividad α-KG-dh, por lo que el α-KG generado en la transaminación 
del KIC, no puede ser oxidado a succínico. El α-KG que no es metabolizado en el ciclo 
de Krebs sería entonces utilizado en la reacción catalizada por la GABA-T. De esta 
manera, se estaría favoreciendo la desaminación del GABA y su posterior metabolismo 
en el shunt del GABA, a expensas de la aminación del α-KG a glutamato. Este glutamato 
podría, a su vez, ser reutilizado para la síntesis de GABA (a través de la acción de GAD) 
y cerrar así un ciclo, cuyo resultado sería la desaparición del GABA. Es decir, que el KIC 
favorece el metabolismo del GABA, de manera que la energía generada en este proceso 
se estaría empleando en elevar los niveles de ATP y en poner en marcha la secreción de 
insulina. En el caso de la glucosa (de la que no se ha demostrado ningún efecto negativo 
sobre la actividad α-KG-dh), es posible que, efectivamente, el α-KG generado no esté 
siendo eficazmente metabolizado en el ciclo de Krebs más allá de la α-KG-dh porque la 
GABA-T (que es activada por la propia glucosa (84)) podría estar compitiendo con este 
enzima por el sustrato común. Similarmente al caso del KIC, el α-KG proveniente del 
ciclo de Krebs “alimentaría” la reacción de la GABA-T y favorecería el metabolismo del 
GABA, circunvalando así el ciclo de Krebs. Este razonamiento, aplicado al KIC y a la 




significativamente los niveles de GABA en el islote (115). Sin embargo, en el caso de la 
glucosa, que a diferencia del KIC no inhibe la α-KG-dh, la contribución del shunt del 
GABA a la génesis de ATP frente a la contribución del ciclo de Krebs o de la glicólisis, 
sería más imprevisible. Aún así, se ha descrito que en ausencia de glutamina 
extracelular, la célula β es capaz de generar GABA a partir de glucosa, de manera que 
se terminaría metabolizando en el shunt del GABA (75). Parece razonable suponer que 
el poder secretagogo del KIC dependería más de la promoción del metabolismo del 
GABA endógeno que el de la glucosa. De hecho, el KIC, cuando es transaminado a 
leucina, genera α-KG en una reacción eminentemente anabólica. Pero no sabemos en 
qué grado el catabolismo del KIC hasta acetil Co-A y su posterior metabolismo oxidativo 
en el ciclo de Krebs, puede estar contribuyendo a la producción de ATP. De hecho, ya ha 
sido propuesto que la contribución del KIC a la secreción de insulina se lleva acabo a 
través de la generación de α-KG, pero de manera independiente de su oxidación por la 
α-KG-dh (94), lo que estaría en consonancia con lo que hemos propuesto en estas 
líneas. En el caso de la glucosa, se sabe desde tiempo inmemorial que la inhibición de 
su catabolismo (fosforilación por la glucoquinasa, glicólisis u oxidación mitocondrial) 
bloquea su respuesta secretora. 
 
El α-KG, que ha sido generado por mecanismos tan dispares a partir de glucosa 
o a partir de KIC, además, puede servir de sustrato para la GDH. Aunque en el campo de 
la biología del islote se haya favorecido tradicionalmente la idea de que la GDH 
funcionaría in vivo fundamentalmente en sentido anaplerótico (desaminación de 
glutamato a α-KG) para alimentar el ciclo de Krebs (144, 145), in vitro se demuestra que 
la velocidad de aminación del α-KG es 8 veces mayor que la opuesta (20). Además, 
algunos autores opinan que la GDH estaría predominantemente regulada por el estado 
energético mitocondrial (ATP/ADP) (144, 145, 146). Esto significaría que cuando la 
mitocondria está metabolizando el piruvato procedente de la glicólisis o el KIC, el 
aumento del cociente ATP/ADP inhibiría el enzima, aunque no ha sido demostrado 
directamente. Por el contrario, si el enzima fuera activo in vivo, favorecería la conversión 
de α-KG en glutamato, que sería descarboxilado con enorme afinidad a GABA (75, 115), 
retroalimentando el shunt del mismo nombre. Esto explicaría que la glucosa no 
disminuya los niveles de GABA en ausencia de glutamina, sino que sea necesaria una 
elevación previa (y fisiológica) de los niveles de glutamina a 1 mM o más. En contraste 
con la glucosa, el KIC es capaz de disminuir la concentración intracelular de GABA de 




transaminación de KIC a leucina (a través de la transaminasa de aminoácidos 
ramificados) requiera NH3, estaría justificando que no quedaran disponibles suficientes 
grupos amino para la reacción de aminación de α-KG a glutamato catalizada por la GDH. 
Por lo tanto, si no hay glutamina que aporte ese grupo amino, el GABA se estaría 
metabolizando a un ritmo mayor al que se estaría reponiendo, porque la GABA-T usaría 
el α-KG generado, en transaminar el GABA, pero no se estaría reponiendo a través del 
GAD, ya que no habría glutamato disponible para ello. Sin embargo, en el caso de la 
glucosa, que a diferencia del KIC no consume grupos amino, se estaría aportando 
suficiente glutamato (a través de la desaminación del α-KG mediante la acción de la 
GDH) como para mantener constantes los niveles de GABA (a través de GAD). Pero al 
consumir el α-KG disponible en generar glutamato, disminuiría la posibilidad de que 
fuese usado por la GABA-T para metabolizar el GABA, ya que la glucosa también debe 
seguir supliendo α-KG al ciclo de Krebs para generar el ATP necesario para 
desencadenar la secreción de insulina. 
 
El aumento del flujo metabólico en el shunt del GABA promovido por glucosa y 
KIC puede tener dos destinos alternativos: bien se produce GHB por reducción del 
producto desaminado de GABA, el semialdehído succínico (a través de la SSA-R) o bien 
se produce ácido succínico, mediante la oxidación del SSA por la correspondiente 
deshidrogenasa (SSA-dh). Se ha demostrado, mediante el estudio de su expresión 
génica y su actividad enzimática, que ambos están presentes en el tejido insular. Sin 
embargo, no ha sido posible, de momento, demostrar la producción de GHB en 
condiciones estándar de estimulación de la secreción de insulina. En cualquier caso, el 
KIC tendría, sobre la glucosa, la ventaja añadida de ser capaz de inhibir (además de la 
α-KG-dh) la SSA-R, como ha sido demostrado en los resultados. Esto supondría que el 
KIC favorecería la producción de succínico y su posterior oxidación en el ciclo de Krebs 
frente a la producción de GHB. Éste último, por analogía con el tejido cerebral, podría ser 
un producto final no metabolizable en el islote, que podría tener cierto papel como 
potenciador de la acción paracrina y autocrina del GABA. La glucosa, por el contrario, no 
dispone de ninguna característica que le permita una promoción preferencial del 
succínico versus GHB. De cualquier manera, la vía de la reductasa no parece ser muy 
activa en condiciones fisiológicas, dada la imposibilidad, apuntada anteriormente, para 
detectar cualquier aumento de la producción insular de GHB en presencia de glucosa o 






Habiendo constatado que tanto la glucosa como el KIC disminuyen eficazmente 
los niveles intracelulares de GABA, previsiblemente, promoviendo su metabolismo, se 
investigó su significado funcional en el caso de la glucosa, cuyo mecanismo de 
estimulación de la secreción de insulina está más establecido en todos sus aspectos. 
Para ello, se recurrió a “pinzar” la concentración intracelular de GABA utilizando un 
precursor extracelular permeable a través de la membrana plasmática. Tanto el éster 
metílico (mGABA) como el etílico (eGABA) permearon la membrana de las células del 
islote y generaron un aumento de la concentración intracelular se GABA, de manera 
lineal con el incremento de la concentración extracelular del precursor. La linealidad de la 
dosis-respuesta sugiere que el precursor entra por difusión simple y que, una vez en el 
citoplasma, es eficazmente hidrolizado a GABA y metanol o etanol, respectivamente. La 
mayoría de los estudios se han realizado utilizando eGABA, aunque los dos ésteres 
generaron similares concentraciones intracelulares de GABA. Además se ha 
comprobado que el etanol no reproduce los efectos de eGABA, descartando cualquier 
efecto inespecífico o tóxico del precursor sobre la secreción de insulina o sobre la célula 
secretora 
 
En incubaciones estáticas, la secreción de insulina estimulada por diferentes 
concentraciones de glucosa (5, 7 y 20 mM) es inhibida por eGABA en forma dosis-
dependiente. Hay que destacar que 1.5 mM de eGABA reproduce y “pinza” la 
concentración intracelular de GABA a los valores fisiológicos alcanzados a la 
concentración de glutamina plasmática (cercana a 1 mM). En esa circunstancia, la 
secreción de insulina inducida por glucosa 7 mM se inhibe en un 35%. Estudios de patch 
clamp en célula β aisladas, realizados en colaboración, por los Drs. P. Rorsman y M. 
Braun (Oxford Center for Diabetes, Endocrinology and Metabolism), han demostrado que 
el eGABA 5 mM produce una hiperpolarización significativa atribuible a un aumento de la 
conductancia al K+, y que es bloqueada en presencia de tolbutamida (inhibidor específico 
de los canales de K+ dependientes de ATP, K+ATP). En parches de membrana aislados 
(tanto en orientación “inside-out”, como “outside-out”) se ha comprobado que ni el GABA, 
ni su precursor, el eGABA, ejercen ningún efecto directo sobre la conductancia iónica. 
Esto supone un importante apoyo experimental de nuestra hipótesis original que 
planteaba la posibilidad de que la captación de GABA por SLMVs consumiera suficiente 




cierre de los canales K+ATP evitando la depolarización celular y la estimulación de la 
secreción de insulina. 
 
En experimentos de perifusión se observa una secreción bifásica de insulina en 
respuesta a glucosa. A concentraciones elevadas (20 mM), el eGABA 5 mM no 
disminuye la primera fase o pico de secreción (10 minutos de duración), pero reduce la 
segunda fase (fase mantenida). Sin embargo, el efecto se hace patente en ambas fases 
cuando la concentración de glucosa es inferior (7 mM). La tolbutamida sólo recupera la 
primera fase de secreción, pero en ningún caso bloquea la inhibición que ejerce el 
eGABA sobre la segunda fase de la secreción, independientemente de la concentración 
de glucosa. Aparentemente, la primera fase parece depender casi exclusivamente de un 
cierre correcto de los canales K+ATP. La resistencia de esta primera fase de la secreción 
de insulina estimulada por glucosa 20 mM (G20), en contraste con 7 mM, a ser inhibida 
por eGABA se interpreta como resultado de una mayor producción de ATP en respuesta 
a la mayor concentración de glucosa. La glucosa estaría compensando el aumento del 
consumo energético causado por la captación vesicular de GABA. De hecho, en los 
experimentos de patch-clamp se observa que la hiperpolarización producida por eGABA 
5 mM es menor, cuanto mayor es la concentración de glucosa. Apoyando esta 
interpretación, la bafilomicina A1, inhibidor específico de la ATPasa vesicular, bloquea 
parcialmente la inhibición de la secreción de insulina, así como la hiperpolarización de la 
membrana plasmática en presencia de eGABA. 
 
El mecanismo final de exocitosis se ha explorado también mediante el estudio de 
las variaciones de la capacitancia de la membrana, en respuesta a estímulos eléctricos 
depolarizantes. El eGABA se ha demostrado capaz de inhibir muy significativamente los 
aumentos de capacitancia inducidos por los estímulos depolarizantes. Este efecto ya no 
depende de los canales de K+ATP y además, no es revertido por la tolbutamida. Datos 
preliminares del laboratorio de los Drs. P. Rorsman y M. Braun parecen indicar que el 
eGABA alcaliniza reversiblemente los gránulos de secreción en células β que expresan 
VAMP-phluorina en sus gránulos de secreción. La phluorina es un fluoróforo sensible a 
variaciones de pH, que al unirse a la proteína VAMP, de los gránulos de secreción, se 
convierte en un indicador del pH interno de los gránulos. El mecanismo de captación de 
GABA en las SLMVs, y aparentemente también en los gránulos de secreción de insulina, 
se produce mediante un contra-transporte de H+ al exterior, que produce la subsiguiente 




gracias a la ATPasa vesicular, que consumiendo ATP, re-introduciría los H+. Esta 
alcalinización de los gránulos sería responsable, mediante un mecanismo no conocido, 
de alterar el proceso de cebado de los gránulos de insulina (6, 46, 147). Sin embargo, no 
alteraría el proceso de maduración proteolítica de pro-insulina en insulina, ya que 
exposiciones agudas de islotes a eGABA no alteran su contenido en insulina. 
 
Disponemos de evidencia experimental sólida de que el GABA, y también la 
taurina, se acumulan en vesículas (SLMVs o gránulos de secreción). Y es que la α-
latrotoxina, una neurotoxina capaz de estimular la exocitosis calcio-dependiente, 
aumenta muy significativamente la liberación de ambos aminoácidos. Esta liberación 
exocitótica coexiste, seguramente, con una salida mediada por transportadores, en el 
caso de los cuatro aminoácidos, ya que son muy sensibles a la variación de temperatura, 
lo cual es un hecho característico del transporte mediado. Esta evidencia plantea la duda 
razonable de la eficacia de una posible secreción exocitótica regulada (hipotéticamente) 
de GABA, superpuesta a una liberación basal constitutiva, relativamente elevada, 
mediada por transporte, sobre la regulación paracrina de glucagón en las vecinas células 
α del islote. 
 
En resumen, el descenso de los niveles intracelulares de GABA, en las células β 
estimuladas por glucosa, contribuiría indirectamente a la elevación de la concentración 
de ATP, favoreciendo así la depolarización celular. La disminución de la concentración 
de GABA y la consiguiente disminución de su captación vesicular “apagaría” el efecto 
alcalinizador sobre los gránulos de secreción y permitiría su exocitosis normal durante la 
segunda fase. En los experimentos de liberación de aminoácidos, en islotes pre-
cargados con concentraciones variables de glutamina, se observa que la liberación de 
GABA es proporcional al contenido insular. En sentido inverso, a mayor concentración 
intracelular de GABA, mayor contenido vesicular liberable del mismo. 
 
Otra prueba más a favor de la inclusión del GABA en las vesículas, que apoyaría 
la hipótesis de un consumo de ATP que afectaría negativamente a la secreción hormonal 
en la célula β, sería la presencia del transportador VIAAT, que ha sido probada en esta 
tesis. Como se ha descrito en la bibliografía (70, 73, 74), hemos caracterizado la 
presencia de dos isoformas, una de 57 KDa y otra de 52 KDa. Esta última, la isoforma 
con el extremo N-terminal truncado, sería la que se encuentra en las células β, y sería la 




apreciar cómo la mayor expresión del VIAAT se da en las células de la periferia del 
islote, las células α, que serían las que expresan la isoforma no truncada, la de 57 KDa. 
Además, también hemos caracterizado la expresión de las dos isoformas de GAD, 
siendo mayoritaria la isoforma de 65 KDa, que es la que se ha asociado, en sistema 
nervioso, con el complejo asociado a la membrana de las vesículas, en el que se 
encuentra también el transportador VIAAT (68). Por lo tanto, se hace evidente la relación 
entre generación de GABA e inclusión en las vesículas, con el consiguiente gasto de 
ATP asociado al proceso. De cualquier manera, cabe destacar el hecho de que tan sólo 
el 40% del GABA que sale del islote, es liberado a través de exocitosis vesicular, 
mientras que el 60% es liberado por transporte a través de la membrana. Es decir, que 
aunque la isoforma que más se expresa es la de 65KDa, la teóricamente asociada a 
vesículas, predomina la salida constitutiva del GABA por los trasportadores de 
membrana. De cualquier manera, la inclusión de GABA en vesículas, o en gránulos de 
secreción, sería dependiente de este transportador VIAAT. La expresión de la isoforma 
de 52 KDa es bastante limitada, sobre todo en comparación con la de la isoforma de 57 
KDa, que se localiza en células α, y sobre todo, en comparación con la expresión de 
GAD65. Por lo tanto, es posible que no todo el GABA que se está generando pueda 
entrar en las vesículas, porque el transportador VIAAT esté saturado. Es posible, por 
tanto, que parte del GABA generado sea expulsado a través de trasportadores de 
membrana y que otra parte sea metabolizado. También se ha propuesto que la isoforma 
de 67 KDa del GAD sea la encargada, al menos en cerebro, de generar GABA que 
posteriormente será oxidado en el shunt del GABA para generar ATP (68). Sin embargo, 
en un estudio reciente de Wang y cols. (84) se propone una función distinta para estas 
dos isoformas. Wang propone que mientras que la glucosa favorece la oxidación 
mitocondrial del GABA, por la activación de la GABA-T, el glucagón, o el GLP-1 
(glucagon-like peptide, péptido parecido al glucagón), favorecen la salida de GABA, de 
manera no-dependiente de calcio. Además, han asociado este efecto con un incremento 
en la expresión de GAD67 (y no de GAD65), de manera dependiente del AMP cíclico 
(AMPc). De hecho, la inhibición de la expresión de GAD67 supone una completa 
supresión de la liberación del GABA. Es decir, que asociarían la expresión de GAD 67 
con la formación de GABA que va a ser liberado fuera de la célula β, a través de 
transportadores, para ejercer, supuestamente, su acción paracrina sobre las células α y 
regular así la liberación de glucagón, como ya ha sido demostrado con anterioridad. La 
glucosa estaría disminuyendo la liberación de GABA, al favorecer su oxidación a nivel de 




de GAD67, liberarlo y poder mantener así la acción paracrina del mismo. En cualquier 
caso, ellos, al igual que nosotros, suponen que la glucosa participa tanto en la síntesis 
como en la oxidación del GABA dentro de la célula β. 
 
En apoyo de nuestra hipótesis inicial de trabajo, en la que se asocia la presencia 
de GABA con una disminución de la secreción de insulina, como consecuencia del gasto 
de ATP derivado de su inclusión en las vesículas de secreción, hemos demostrado en 
este trabajo que la entrada del aminoácido en los gránulos de secreción de insulina 
ocurre y que lo hace generando una alcalinización del interior granular. La presencia de 
GABA está paralelamente asociada con un disminución de la capacitancia en las células 
β y con una hiperpolarización generada por la inhibición de los canales K+ATP. A nivel 
funcional, hemos asociado el “pinzamiento” de la concentración intracelular de GABA (en 
forma de su precursor permeable: eGABA), a niveles fisiológicos, con una disminución 
de ambas fases de la secreción de insulina estimulada por glucosa, distinguiéndose un 
primer efecto sobre la primera de las fases, provocado por la disminución de ATP, y un 
segundo efecto, sobre la segunda fase, probablemente relacionado con la alcalinización 
granular generada por la entrada del GABA. 
 
Por otro lado, hemos demostrado que sustancias secretagogas, como la glucosa, 
y principalmente el KIC, están favoreciendo la oxidación del GABA en la célula β. Esto 
contribuiría a la secreción de insulina, ya que se dejaría de consumir ATP, por un lado, y 
se estaría generando en su oxidación mitocondrial, por el otro. De hecho, hemos 
identificado y caracterizado el sistema enzimático necesario para oxidar el GABA hasta 
succínico o, en determinadas condiciones, aún por establecer, hasta GHB. Este último, 
el GHB, posiblemente pueda tener una función paracrina importante, mediante una 



























Tras lo expuesto a lo largo de esta tesis, se puede concluir que: 
 
1. La presencia de la maquinaria enzimática de formación y degradación del GABA 
dentro del islote pancreático de rata, confirma la idea de la existencia de un 
sistema GABAérgico activo en este tejido, que daría preferencia a la oxidación 
metabólica final del GABA en el ciclo de Krebs, al que entraría en forma de 
succínico, frente a la generación del metabolito GHB, potenciador, posiblemente, 
de la acción paracrina de su precursor, el GABA. 
 
2. La respuesta de la semialdehído succínico deshidrogenasa (SSA-dh) y de la α-
cetoglutarato deshidrogenasa (α-KG-dh) a dos cetoácidos secretagogos, como 
el ácido α-cetoisocaproico (KIC) y el ácido α-cetobutírico (KB), permite 
determinar la presencia de posibles isoformas específicas de islote para estos 
dos enzimas, ya que se comportan de manera distinta que sus homólogos 
cerebelares y hepáticos. 
 
3. El contenido intracelular de GABA es disminuido significativamente por glucosa y 
KIC, en paralelo a la estimulación de la secreción de insulina. Sin embargo, 
estos dos “nutrientes secretagogos” de la secreción de insulina no modifican (en 
el caso de la glucosa), o incluso disminuyen (en el caso del KIC), la salida de 
GABA. Se concluye, por tanto, que la disminución del contenido de GABA se 
debe a un aumento del metabolismo del mismo. 
 
4. Es posible que el mecanismo que desencadene la disminución del contenido 
intracelular de GABA se base en un aumento del flujo metabólico del mismo en 
su propio “shunt”. El flujo aumentaría como consecuencia del incremento en los 
niveles intracelulares de α-cetoglutarato (α-KG), generados en el ciclo de Krebs, 
a partir de glucosa, o en la transaminación de KIC a leucina, a expensas del 
glutamato. El α-KG disponible desplazaría el equilibrio de la GABA transaminasa 
(GABA-T) hacia la formación de semialdehído succínico (SSA) y glutamato, 
generando un aumento del flujo metabólico en el “shunt” del GABA, donde el 
SSA sería oxidado hasta succínico, reingresando así en el ciclo de Krebs y 





5. La disminución del contenido intracelular de GABA, generada por glucosa, 
parece tener relevancia fisiológica, ya que su “pinzamiento”, con etil-GABA 
(eGABA) 1.5 mM, a los niveles fisiológicos obtenidos a la concentración 
plasmática de glutamina (su precursor metabólico), inhibe significativamente la 
secreción de insulina. 
 
6. El mecanismo de esta inhibición depende de un doble efecto ejercido por los 
niveles, relativamente elevados, de GABA. Por un lado, se produce una 
hiperpolarización de la membrana plasmática, por un aumento de la 
conductancia al K+, que bloquea la depolarización inducida por glucosa. Por otro 
lado, interfiere directamente con el propio proceso de exocitosis de los gránulos 
de insulina, induciendo su alcalinización. Ambos efectos son atribuibles al 
aumento de la captación de GABA tanto por las microvesículas de tipo sináptico, 
como por los gránulos de secreción. El GABA es contra-transportado con un 
protón (H+) (produciendo la alcalinización vesicular). El aumento de la actividad 
ATP-asa vesicular, para restaurar el pH ácido luminar, consume ATP, lo que 
produce que éste no aumente suficientemente como para cerrar los canales de 
K+ dependientes del nucleótido y se hiperpolarice la membrana plasmática. 
 
7. El GABA se acumula en vesículas de las células β y de otras células insulares, 
como demuestra el aumento de su liberación por α-latrotoxina. Esta idea se ve 
reforzada por la presencia de VIAAT (transportador vesicular de GABA, típico de 
tejido nervioso) en el islote pancreático. Por otra parte, la liberación constitutiva 
de GABA está linealmente relacionada con el contenido intracelular, lo que 











































SSA-R SSA-dh 2-KG-dh succ-dh 
  
CONTROL KIC 5 mM KB 5 mM CONTROL KIC 5 mM KB 5 mM CONTROL KIC 5 mM KB 5 mM CONTROL KB 5 mM 
-- -- -- 3,30±0,34 3,90±0,37 0,12±0,50 12,24±0,22  -0,27±0,01 3,12±0,33 2,23±0,11 
ABS 
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ANEXO1: Cuadro resumen de las valoraciones de actividad enzimática, tanto por absorbancia (ABS), como por fluorescencia (FL) para los 4 enzimas, 
en los 3 tejidos estudiados. Los resultados  están referidos a la cantidad de proteína de los extractos y, en el caso de las medidas por absorbancia, al coeficiente 
de extinción molar para el NAD(P)H (ε340nm = 6.22 mmol-1cm-1) o para el DCPIP (ε600nm = 21 mmol-1cm-1). En el caso de las medidas por fluorescencia, los valores 
están referidos a la cantidad de proteína de los extractos tisulares y a las rectas patrón de NADPH o de NADH realizadas con anterioridad. Los valores se 
corresponden con las medias ± S.E.M. de un grupo experimental de 4, 6 o 10 individuos, según el caso, y están expresados en µmoles NAD(P)H/min.mg proteína 
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